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Introduction

Au cours de leur existence, les plantes doivent faire face a de nombreux stress que ce soit les
stress abiotiques, comme le stress hydrique, I’excés de sels ou la pollution, ou les stress
biotiqgues comme les attaques des animaux ravageurs ou des agents phytopathogénes. Ces
agents phytopathogenes se partagent en quatre catégories : les bactéries, les champignons, les
nématodes et les virus, ces derniers nous intéressant tout particuliérement. L’ensemble de ces
parasites est bien sir a 1’origine de nombreux dégats auxquels les agriculteurs doivent faire
face. Les dégats provoqués par ces agents phytopathogénes consistent la plupart du temps en
une baisse de rendement et/ou une altération de la production la rendant impropre a la vente
ou la consommation. De plus, I’infection d’une plante par une de ces maladies affaiblit parfois

ses défenses et augmente ainsi la possibilité de développer une autre maladie.

Autant la lutte contre certains de ces parasites peut étre envisagée par le biais de traitements
pesticides ou fongicides, autant il en est autrement en ce qui concerne les maladies
provoquées par les virus : étant donné qu’il n’existe aucun traitement permettant de prévenir
directement I’infection d’une plante par un virus ni d’en soigner les symptomes, les stratégies
de lutte utilisées consistent a détecter de maniere précoce les plantes infectées (et a les
détruire pour éviter que la maladie ne se propage) et a choisir des variétés plus résistantes sur
lesquelles les virus ne se multiplient pas ou ne provoquent pas de symptdomes dommageables.
Pour mettre en place ces stratégies, il importe de connaitre au mieux le cycle de multiplication
de ces virus et de s’intéresser plus particuliérement aux mécanismes d’interaction entre les
virus et leurs hétes que ce soit les interactions nécessaires a la propagation du virus et ainsi les
inhiber au maximum ou les interactions impliquées lors des réaction de défense développées

par les hotes et les optimiser.

Dans cette optique, deux approches de recherche sont menées. La premiére s’attache a mieux
connaitre les virus en eux-mémes: & les identifier et & les caractériser au niveau
immunologique et moléculaire dans un premier temps, puis une fois leur génome connu, a
étudier les fonctions des protéines virales et leurs implications dans les diverses propriétés
biologiques des virus en question. La deuxieme approche consiste a étudier les mécanismes
de résistance en eux-mémes, notamment par le biais de la génétique. Des genes impliqués
dans les diverses voies de défense sont ainsi identifiés puis leurs fonctions élucidées. Une
combinaison de ces deux approches est indispensable pour avoir, au final, une vue d’ensemble
du réseau d’interactions entre les facteurs du virus et de I’hote mis en jeu tout au long du

cycle viral et des réactions de la plante qui peuvent en découler.
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Introduction

1 Généralités sur les mécanismes naturels de défense mis
en place par les plantes.

D’un coté, pour lutter efficacement contre les attaques virales sur les plantes d’intérét
économique, les acteurs de la recherche scientifique et de 1’agriculture ont mis en place des
mesures consistant a détecter puis détruire les plantes infectées, a pratiquer des rotations de
cultures pour briser la propagation de virus phytopathogénes ayant une gamme d’hotes réduite
ou le controle des insectes vecteurs au moyen de produits chimiques. D’un autre c6té, ceux-Ci
ont tot fait de mettre a profit I’existence de plantes, d’intérét économique ou non, montrant un
développement viral limité voire une absence de symptomes face a ces virus. Et ce, en
effectuant, quand c’est possible, un croisement entre la plante résistante au virus en question
et la plante sensible d’intérét suivi d’une série de croisements de manicre a récupérer au final
une plante aux caractéres génétiques d’intérét tout en conservant la résistance au Virus.
L’essor des connaissances en génétique moléculaire des virus de plantes, mais surtout des
systemes de défenses naturelles mis en place par leurs hotes, a permis d’optimiser les

stratégies de contrble génétique des virus phytopathogenes.

1.1 Mécanismes de défense non spécifiques.

1.1.1 Mécanisme de défense par P’interférence liée a ARN.

Une autre propriété observée dans certains pathosystemes a été étudiée et mise a profit dans la
lutte contre les virus phytopathogénes : Wingard, dés 1928, a pu observer chez le tabac une
« récupération » des plantes infectées par le TRSV (Tobacco ringspot virus), qui appartient au
genre Nepovirus. Les symptdbmes provoqués par ce virus se caractérisent par les lésions
nécrotiques sur les feuilles initialement infectées mais on peut observer une absence de
symptomes sur les nouvelles feuilles apparues apres I’infection. Ce phénoméne a été observé
et étudié par la suite dans d’autres pathosystémes et notamment chez le chou-rave infecté par
le CaMV (Cauliflower mosaic virus), un virus a ADN (Covey et al., 1997). On constate chez
la plante infectée le méme phénomene de récupération observé par Wingard et une analyse au
niveau moléculaire montre que si I’infection se déroule normalement dans les premicres

feuilles infectées, la réplication virale est stoppée a cause d’une dégradation des ARN viraux
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qui s’opére dans les feuilles ne développant aucun symptome. Une étude sur Nicotiana
clevelandii infectée par un autre nepovirus, le TBRV (Tomato black ring virus) a, par la suite,
montré que cette dégradation était spécifique des ARN viraux et empéchait toute surinfection
par un virus possédant une homologie de séquence suffisante avec le TBRV (Ratcliff et al.,
1997). Depuis, ce mécanisme de défense identifié¢, selon les auteurs, comme de 1’extinction
génique post-transcriptionnelle (PTGS) ou interférence liée a I’ARN (RNAi) a été
abondamment étudié ces dernieres annees (Baulcombe, 2004, Meister & Tuschl, 2004 pour
revues). D’abord identifié chez les plantes, le PTGS a ensuite été découvert sur une grande
variété d’organismes eucaryotes notamment les modéles animaux que sont Caenorhabditis
elegans et Drosophila melanogaster (Kennerdell & Carthew, 1998, Plasterk, 2002). 1l semble
que le mécanisme de RNAI partagé par les organismes eucaryotes trouve une origine
évolutive commune remontant aux eucaryotes primitifs. Dans les plantes modernes, la
complexité avérée du mecanisme de RNAI se justifierait par des rbles multiples dans la
défense de la plante contre les virus, la protection du génome contre les éléments
transposables et la régulation de 1’expression des génes (Baulcombe, 2004, Meister & Tuschl,
2004). 11 s’avére que certains virus phytopathogénes ont mis en place une contre-mesure
efficace contre le PTGS en codant une protéine possédant une activité de suppression du
PTGS (Moissiard & Voinnet, 2004 pour revue). Ce genre d’activité a été retrouvé a la fois
chez des virus @ ADN et a ARN et les protéines a 1’origine de cette activité ne présentent
aucune caractéristique structurelle commune. Un des modeéles de la suppression du PTGS les
plus étudiés est la protéine HcPro des potyvirus (Chapman et al., 2004, Dunoyer et al., 2004,
Mallory et al., 2002) mais le mécanisme d’action du HcPro est encore mal connu et les
données a ce sujet contradictoires. En revanche, les études sur la protéine P19 du TBSV
(Tomato bushy stunt virus, Tombusvirus) montrent que ce suppresseur du PTGS interagit avec
les SiIRNA et les miRNA, empéchant leur recrutement par le complexe RISC (RNA-Induced
Silencing Complex) possédant 1’activité endoribonucléasique (Lakatos et al., 2004).

Le mécanisme de RNAIi a été utilisé pour la protection des cultures sous deux de ses
variantes : la prémunition ou protection croisée et la résistance par transgenese. La
prémunition consiste a protéger une plante de I’infection par une souche normale en
I’inoculant préalablement par une souche faible du méme virus (Goldbach et al., 2003). Dans
la résistance par transgenése, la séquence virale qui initie la réaction de RNAI est codée par
un transgeéne, ce qui permet d’éviter les risques possibles liés a la présence d’un virus méme

faible (réversion vers la sévérité, attaque sur des cultures voisines, etc.). Cette approche est
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utilisee de facon commerciale depuis les années 1990 comme par exemple les papayers

transformés avec la CP du PRSV (Papaya ringspot virus, Potyvirus) (Gonsalves, 1998)

1.1.2 Mécanisme de défense liée au protéasome.

Des études récentes ont suggéré un réle du protéasome, complexe protéique aux multiples
activités catalytiques, dans un mécanisme encore inédit de defense contre la multiplication des
virus, complémentaire du PTGS.

Le protéasome est un complexe protéique composé d’une partie centrale, I'unité 20S,
conférant de multiples activités protéinasiques, secondée par deux complexes de régulation
pouvant étre une sous-unités 19S ou 11S (Figure 1). Le réle majeur du protéasome est son
activité protéinasique conduisant a la dégradation des protéines, lui donnant ainsi une position
centrale dans nombres de processus cellulaires (Coux et al., 1996 pour revue). Outre ce role
dans de multiples mécanismes cellulaires, il a ét¢ montré que D’activité protéolytique du
protéasome pouvait jouer un réle dans la dégradation spécifique de protéines virales via leur
ubiquitinylation et ainsi conduire a inhiber la multiplication virale. Cela a été notamment
démontré pour la protéine de mouvement du TMV (Tobacco mosaic virus, Tobamovirus) et
pour la protéine de capside du CaMV (Cauliflower mosaic virus, Caulimovirus) (Karsies et
al., 2001, Reichel & Beachy, 2000). Une étude sur le protéasome du tournesol a par ailleurs
montré qu’on pouvait lui associer une activité endonucléasique ciblant spécifiquement les
ARN (Ballut et al., 2003). D’un autre coté, il a été démontré que le protéasome pouvait
interférer avec la traduction des ARN viraux chez le TMV (Homma et al., 1994) sans qu’il ait
été montré a 1’époque que ’activité endonucléasique tenait un role dans cette inhibition de la
traduction. De par ses activités protéolytiques et endonucléasiques, le protéasome semble
donc étre au cceur d’un systéme de défense contre les virus complémentaire au mécanisme de
PTGS.

D’ailleurs, comme pour le PTGS, alors que ces mécanismes de défense antivirale
nouvellement identifiés ne sont pas encore clairement caractérisés, il a d’ores et déja été
démontré que les virus avaient mis en place des systémes contrecarrant les activités du
protéasome. Tout d’abord, certains virus animaux comme le Hepatitis B virus et le Human
immunodeficiency virus produisent des protéines interagissant avec des sous-unités du
protéasome et inhibant certaines activités protéolytiques (Apcher et al., 2003, Seeger et al.,

1997, Zhang et al., 2000). Bien qu’aucun mécanisme visant les activités protéolytiques du
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protéasome n’a été identifié¢ chez les virus de plante, une étude récente a montré que le HcPro
du LMV (Lettuce mosaic virus, Potyvirus) inhibait I’activité endonucléasique du protéasome
tout en préservant, voire en stimulant légerement, les activités protéolytiques de ce dernier
(Ballut et al., submitted).

1.2 Résistances aux virus conférées par des génes de résistance
dominants.

Pour se protéger spécifiquement contre les pathogénes, les plantes ont développé un systéme
de défense active basé sur la reconnaissance des micro-organismes phytopathogénes et
notamment des virus qui nous intéressent. Le mécanisme le mieux connu a ce jour est la
réaction dite hypersensible (HR) qui résulte en une mort cellulaire programmée des cellules
environnant le point d’infection par I’organisme pathogéne et qui consiste du point de vue
macroscopique en une lésion nécrotique locale. Cette réaction permet de circonscrire
I’infection localement et d’empécher (sinon de limiter) la propagation du parasite au reste de
la plante.

Cette réaction n’est possible que s’il y a une reconnaissance spécifique du pathogene par la
plante, plus précisément entre une protéine produite par le pathogeéne (le géne d’avirulence) et
une protéine produite par la plante exprimée a partir d’un géne dominant (géne R).
L’interaction, directe ou non, entre ces deux protéines entraine I’activation d’une cascade de
réactions entrainant la production de signaux, comme la modification des flux de calcium ou
la génération d’ions superoxyde ou d’oxyde nitrique, conduisant a des réponses de types
nécrotiques comme les lésions nécrotiques locales (Durner et al., 1998, Hammond-Kosack &
Jones, 1996). Cette réaction de type HR a pu étre observée contre une large gamme
d’organismes phytopathogénes que ce soient des nématodes (Lagudah et al., 1997, Milligan et
al., 1998), des bactéries (Pedley & Martin, 2003, Tai et al., 1999), des champignons (Ellis et
al., 1997, Jia et al., 2000), des virus (Brommonschenkel et al., 2000) mais aussi certains
insectes (Rossi et al.,, 1998). De nombreuses études ont été menées pour parvenir a
I’identification, au clonage et au séquencage des geénes R intervenant a I’encontre de
I’ensemble de ces différents pathogenes (voir Belkhadir et al., 2004 pour revue). Malgreé la
grande diversité des pathogénes vises par ce systéeme de défense, les génes R présentent une
relativement faible variabilité. La classe de génes R la plus communément retrouvée est celle

dite NBS-LRR comprenant un site de fixation aux nucléotides (Nucleotide Binding Site) et un
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motif riche en leucine (Leucine-Rich Repeat) (Figure 2). Tous les genes R impliqués dans la
résistance aux virus font partie de cette classe. Les motifs de type LRR sont connus, chez
d’autres protéines, pour leur capacité d’interaction avec d’autres protéines (Kajava & Kobe,
2002). Le motif NBS suggeére une interaction du produit du géne R avec de I’ATP ou du GTP
et un role dans I’activation de la cascade de réactions conduisant a la réponse nécrotique.
Cette large classe de genes R de type NBS-LRR peut étre divisée selon la nature du domaine
N-terminal. En effet, on peut retrouver des genes R portant un motif TIR (Drosophila
Toll/Human Interleukin-1 Receptor), un motif LZ (Leucine Zipper) ou encore un motif CC
(coiled-coil). Ces domaines seraient impliqués dans I’interaction avec les partenaires de 1’hote
en aval de I’étape de reconnaissance des facteurs d’avirulence et dans la modulation de
I’activation qui s’ensuit.

Ces genes R ont des spectres d’action plus ou moins larges. Certains ne permettent la
reconnaissance que d’un pathotype voire d’un isolat spécifique d’un virus donné, d’autres
conférent une résistance a des virus de plusieurs espéces d’un genre donné. Par exemple, le
géne Pot-2 chez Lycopersicon hirsutum ne confére une résistance que vis-a-vis de 1’isolat
PVY-LYE90 (PVY pour Potato virus Y) (Légnani et al., 1995) alors que le géne Ry, est
efficace a la fois contre les especes PVY, PVA (Potato virus A), PVV (Potato virus V) et TEV
(Tobacco etch virus) appartenant au genre Potyvirus (Hamalainen et al., 1997, Hinrichs et al.,
1997). Dans le cas de résistances multiples, des études montrent qu’un seul géne dominant
peut en étre a ’origine mais il peut s’avérer aussi que plusieurs genes R de spectres d’action
différents puissent étre étroitement liés génétiquement et étre localisés dans la méme région
génomique, formant ainsi un cluster. Cela a été démontré notamment chez le haricot ou les
géenes I, Bcm, Cam, Hsw, et Smv conférant une résistance au BCMV (Bean common mosaic
virus), au BICMV (Black eye cowpea mosaic virus), au CABMV (Cowpea aphid-borne
mosaic virus), au WMV (Watermelon mosaic virus) et au SMV (Soybean mosaic virus)
respectivement (Fischer & Kyle, 1994, Kyle & Provvidenti, 1993). Fait intéressant, il a été
montré que le géne Sw-5 identifié chez Lycopersicon peruvianum qui confere une résistance a
un grand nombre d’espéces et d’isolats du genre Tospovirus reste fonctionnel quand il est
transféré dans une autre plante hdte des tospovirus notamment Nicotiana tabacum (Spassova
etal., 2001).

Cette derniére information laisse penser que les différentes especes de plantes partagent les
mémes voies de transduction impliquées dans le mécanisme de résistance de type HR et que
seules les présences d’un gene de résistance R et du facteur d’avirulence et I’interaction

spécifique entre ces deux partenaires conditionnent la mise en place de la réaction HR. Mais
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la résistance au champignon Magnaporthe grisea chez le riz est le seul cas démontrant que
I’interaction directe entre le géne d’avirulence, AVR-Pita, et le géne de résistance a LRR, Pi-
ta permet la mise en place de la résistance (Jia et al., 2000). En effet, ce genre d’interaction a
été recherché dans de multiples systémes biologiques sans avoir été démontré. Des études
récentes menées chez Arabidopsis thaliana sur deux génes de résistance de type NBS-LRR,
RPML1 et RSP2, ont permis d’envisager un nouveau modele de mécanisme concernant la mise
en place de ce type de résistance, I’hypothése dite « de garde » émise pour la premiere fois en
2001 (Dangl & Jones, 2001, Marathe & Dinesh-Kumar, 2003).

Les produits des geénes de résistance R n’interagiraient pas directement avec le facteur
d’avirulence pour provoquer la réaction de défense mais ils « contrOleraient », interagiraient
avec des protéines de I’hote, différentes des protéines NBS-LRR, dont ’activité serait
modifiée en fonction de la présence ou de I’absence des facteurs d’avirulence. Si I’activité de
cette protéine intermédiaire est modifiée ou inhibée, la réaction hypersensible se met en place.
L’absence de facteur d’avirulence ou son incompatibilité avec la protéine intermédiaire
n’entraine pas I’activation de la résistance (Figure 3).

Chez A. thaliana, les facteurs d’avirulence, AvrB et AvrRpml, produits par Pseudomonas
syringae, interagissent avec la protéine RIN4, facteur inhibant les mécanismes de défense de
I’hote mises en place de fagon basale, et entrainent sa phosphorylation ce qui augmenterait
son activité. La protéine RPM1, de type NBS-LRR, est stabilisée, indirectement ou non, par
RIN4 et, selon le niveau de phosphorylation de RIN4, activerait une cascade spécifique de
réactions de défense (Mackey et al., 2002). Toujours dans le méme systéeme biologique, le
facteur d’avirulence AvrRpt2 entrainerait la dégradation de la protéine RIN4 et la protéine
RPS2, de type NBS-LRR, détecterait 1’absence de RIN4 et enclencherait une autre cascade de
signaux spécifiqgue menant a la réaction de défense (Axtell & Staskawicz, 2003, Mackey et
al., 2002). A ce jour, cette «hypothése de garde » n’a pu étre illustrée que dans le
pathosysteme P. syringae/A. thaliana. Cependant, d’aprés les bases de données d’EST
(Expressed Sequence Tags), il existe des protéines homologues a RIN4 chez le soja, la tomate
et la pomme de terre. De méme, des réponses hypersensibles provoquées par les facteurs
d’avirulence AvrB et AvrRpt2 ont pu étre mises en évidence chez le soja et le tabac (Ashfield
et al., 1995, Peart et al., 2002). Tout ceci laisse penser que le mécanisme centré autour de la
protéine RIN4, ou du moins qu’un mécanisme fonctionnant selon le méme concept, pourrait
se retrouver dans d’autres pathosystemes faisant intervenir les résistances dominantes et

résultant en une réaction HR.

19



Introduction

I existe d’autres types de résistances conférées par des génes de résistance dominants. Ces
résistances entrainant des réponses non nécrotiques face aux phytopathogénes, les
mécanismes sous-jacents ne sont probablement pas les mémes que ceux impliqués lors de la
résistance de type HR. La ou les génes R induisent un mécanisme de défense que 1’on pourrait
qualifier «d’actif », dans le sens ou la présence du pathogéne (production de facteur
d’avirulence) induit un ensemble de réactions si le contexte est favorable (expression d’un
géne R adéquat), ces autres génes de résistance dominants agiraient de maniére « passive » :
exprimés dans la plante hote saine a un méme niveau que dans la plante infectée, le produit de
ces genes inhiberait la multiplication du virus ou sa propagation au reste de la plante. Ce
mode d’action peut étre illustré notamment par les génes de résistance dominants RTM-1 et
RTM-2 identifiés chez Arabidopsis thaliana et qui conferent une résistance au TEV, en
empéchant sa propagation au niveau du reste de la plante (Chisholm et al., 2000, Whitham et
al., 2000). Une analyse fonctionnelle de ces deux génes révéle qu’ils codent respectivement
pour une protéine comportant un motif de type « jacaline » et une protéine présentant des
homologies avec les protéines de choc thermique, ces deux protéines étant exprimées au
niveau du phloéme, plus particulierement au niveau des tubes criblés (Chisholm et al., 2001).
Ces protéines feraient partie d’un complexe structurel du phloéme impliqué dans le transport
des protéines dont la conformation empécherait le TEV de transiter via le phloeme dans le
reste de la plante. Une hypothése alternative serait que le complexe auquel appartiennent les
protéines RTM-1 et RTM-2 participerait au transport vers le reste de la plante d’un signal de

défense dirigé spécifiqguement contre le TEV.

1.3 Reésistances aux virus conférées par des genes recessifs.

Toutes les résistances ne sont pas associées a des genes uniques dominants. Une classe trés
importante est également constituée des résistances a déterminisme récessif. Selon certains
auteurs, ces résistances représentent 20 a 40 %, voire plus de 60 % selon les sources, des
genes de résistance identifiés chez les plantes cultivées (Diaz-Pendon et al., 2004, Provvidenti
& Hampton, 1992). Deux hypothéses (émises par Fraser, 1992) sont communément admises
en ce qui concerne le mécanisme de defense lié a ces genes : soit la forme dominante codée
par ces derniers est un facteur de I’hote indispensable a la multiplication virale, soit 1’all¢le
dominant code pour un régulateur négatif de la résistance. L’étude de ces génes de résistance

récessifs est doublement intéressante, d’une part parce qu’il s’avére que les résistances de ce
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type semblent plus durables que les résistances conférées par les génes dominants (Fraser,
1992, Lecoq et al., 2004) et d’autre part, parce qu’identifier et caractériser ces génes récessifs
permet de mieux comprendre les étapes du cycle viral dans lesquelles ces facteurs de I’hote
sont impliqués. Les données ainsi recueillies pour une espéce virale pouvant étre
éventuellement transposées sur d’autres especes au fonctionnement présumé similaire.

Les résistances conférées par des genes de résistance récessifs semblent principalement se
diriger contre les virus plutot qu’envers d’autres agents phytopathogeénes (voir Diaz-Pendon et
al., 2004 pour revue). Malgré cela, ce type de résistance a été globalement moins étudié que
les résistances conférées par les génes dominants. L’ensemble des données concernant les
virus tend a confirmer la premiére hypothese sur le mécanisme de ce type de résistance, les
alleles dominants étant des facteurs intervenant dans le cycle viral et indispensables a la
multiplication du virus dans la plante alors que la seconde hypothése n’a pu étre illustrée que
dans le cas de résistances a des champignons, 1’oidium Erysiphe graminis, chez 1’orge,
conférée par une mutation, récessive, du gene Mlo (Buschges et al., 1997) et Erysiphe
cichoracearum, chez A. thaliana, par une mutation du géne edrl (Frye & Innes, 1998).

Les produits codés par les genes récessifs de résistance aux virus peuvent potentiellement
intervenir dans chacune des étapes du cycle viral mais dans la réalité la grande majorité
empéche la multiplication virale au niveau cellulaire et a ce jour seule une résistance récessive
semble agir au niveau du mouvement de cellule a cellule (Nicolas et al., 1997). D’apreés les
données actuelles, alors que de nombreux genes récessifs impliques dans les résistances
naturelles aux virus ont été identifiés et positionnés sur une carte génétique, peu d’entre eux
ont été clonés et séquencés (Diaz-Pendon et al., 2004). La majorité des genes récessifs
identifiés concernent d’ailleurs les potyvirus, probablement parce que ce genre est le plus
représenté chez les virus phytopathogenes. Ainsi, le clonage des génes de résistance au LMV
mol* et mo1? chez la laitue, du locus de résistance pvr2 au PVY chez le poivron et du géne
sbml de résistance au PSbMV (Pea seed-borne mosaic virus) chez le pois a permis
d’identifier dans ces trois cas le gene elF4E codant pour un facteur d’initiation de la
traduction des ARN messagers (Gao et al., 2004, Nicaise et al., 2003a, Ruffel et al., 2002).
Des résultats similaires ont été obtenus sur d’autres genres viraux lors d’études trés récentes
avec le clonage de nsv, le géne de résistance au MNSV (Melon necrotic spot virus,
Carmovirus) (Orjeda et al., 2004), le clonage positionnel des mutants cuml et cum2, conférant
la résistance au CMV (Cucumber mosaic virus, Cucumovirus), codant pour les facteurs de
traduction elF4E et elF4G (Yoshii et al., 2004) et I’identification d’un géne de résistance au

RYMV (Rice yellow mottle virus, Sobemovirus) codant lui aussi pour elF4G (Albar et al.,
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2003, Boisnard et al., 2004). Une des hypothéses admises aujourd’hui est que ces facteurs de
I’hote participeraient a la traduction des ARN viraux et les formes codées par les alléles
récessives de ces genes ne pourraient pas étre recrutées par les ARN viraux. Une autre
hypothése alternative, se basant sur 1’observation des phénotypes de résistance limitant le
mouvement de cellule a cellule (Nicolas et al., 1997) et sur la capacité de elF4G a se fixer aux
microtubules (Bokros et al., 1995), a été émise (Gao et al., 2004, Lellis et al., 2002) : les
facteurs elF4G et elF4E participeraient au mouvement de protéines virales a travers la cellule
vers le noyau, via les voies de trafic nucléo-cytoplasmiques, dans le but de reguler
I’expression de certains genes de 1’hdte, ou encore a la translocation de la particule virale dans
une cellule voisine a travers le plasmodesme. Dans ce dernier cas, les facteurs d’initiation de
la traduction «embarqués » vers la cellule voisine participeraient a la traduction de la

premiére polyprotéine virale et initiant ainsi un nouveau cycle viral.

2 Biologie des Interactions hote / Potyvirus.

A ce jour, TIICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/index.htm), a répertorié 17 familles de virus et viroides
phytopathogeénes réparties elles-mémes en 81 genres (van Regenmortel et al., 2000). Parmi
ceux-ci, un genre en particulier, le genre Potyvirus (du nom de son membre-type, Potato virus
Y ou PVY), compte le plus grand nombre d’espéces (139 especes reconnues a ce jour). Bien
que ces virus aient chacun une gamme d’hétes relativement restreinte et se limitent pour la
plupart a seulement quelques especes de plantes, les potyvirus sont responsables de pertes
agricoles importantes dans le monde entier. De plus, lorsqu’un potyvirus s’avere étre peu
virulent, il sensibilise souvent les plantes a une surinfection par d’autres agents
phytopathogenes ou est capable, en synergie avec d’autres virus, de provoquer des symptémes
plus importants (Shukla et al., 1994). Ce phénoméne de synergie est di a I’effet inhibiteur de
RNAI exercé par la protéine HcPro (Anandalakshmi et al.,, 1998, Shi et al., 1997).
L’importance ¢€conomique des potyvirus par rapport aux autres genres de virus
phytopathogénes en a fait un sujet de recherche de choix pour mener a une meilleure
compréhension des interactions entre un virus et ses hotes et, a terme, une optimisation de la

lutte contre ces pathogénes.

22



Introduction
2.1 Biologie des potyvirus.

Les potyvirus sont caractérisés par des particules non enveloppées, flexueuses a symétrie
hélicoidale longues de 680 a 900 nm et larges de 11 a 15 nm (Figure 4). Elles sont composées
d'environ 2000 copies d'une seule protéine de capside (CP) qui protegent I'ARN viral simple
brin polyadénylé en 3' (Hari et al., 1979) et lié en 5' de fagon covalente a une protéine virale,
la VPg (viral protein genome-linked) (Hari, 1981). Le génome viral de 10 kb environ possede
un seul cadre ouvert de lecture qui code pour une polyprotéine de 340 a 370 kDa, qui est
ensuite maturée de maniere co- ou post-traductionnelle en produits intermédiaires de clivage
ou directement en produits finis par des protéinases virales. L'organisation génomique des
potyvirus est représentée sur la Figure 5. Une autre des caractéristiques communes des virus
appartenant au genre Potyvirus est la présence d'inclusions cytoplasmiques en roues a aube ou
‘pinwheels' (Edwardson, 1974) dans le cytoplasme des cellules végétales infectées. Ces corps
d’inclusion typiques sont constitués a partir d’une protéine virale, nommeée CI (Cylindrical
Inclusion). Outre ce critére phénotypique de I’infection, les potyvirus partagent un mode de
transmission par pucerons selon un mode non persistant. De plus, certaines especes de
potyvirus ont la capacité d’étre transmis par la graine. Les premiers séquengages d’espéces
potyvirales, comme par exemple pour le TVMV (Domier et al., 1986), et la comparaison de
leur séquences avec celles d’autres groupes viraux mieux connus infectant les plantes ou les
animaux ont permis de proposer des fonctions aux divers produits de la traduction des ARN
potyviraux (Lain et al., 1989). Plus tard, 1’obtention des premiers clones infectieux complets
et D’application d’approches de génétique inverse (mutagenese, construction de virus
chimériques), mais aussi I’utilisation de clones infectieux « marques » (via I’insertion entre
deux séquences de sites de clivage d’un gene rapporteur codant par exemple pour la -
glucuronidase (Dolja et al., 1992) ou la GFP, Green Fluorescent Protein (German-Retana et
al., 2000)) ont permis de vérifier in vivo les fonctions supposées de ces protéines virales.
Depuis ces premieres avancées, nombres de données sur la fonction des protéines des
potyvirus ont été accumulées (Riechmann et al., 1992, Urcuqui-Inchima et al., 2001 pour
revues). Tout en gardant a I’esprit que, du fait du faible nombre de geénes viraux, ces protéines
sont dotées chacune de multiples fonctions, il apparait que les protéines codées de la portion
N-terminale de la polyprotéine participent a des mécanismes de mouvement alors que les
protéines de la portion C-terminale ont plutét un role dans la réplication. Un apercu des
propriétés biologiques et biochimiques de I’ensemble de ces protéines est compilé dans la

Figure 6 sachant que toutes les protéines virales ont un réle plus ou moins direct dans
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I’amplification du génome du virus et qu’il a ét¢ démontré que toutes avaient la capacité

d’interagir avec I’ARN, mises a part les protéines P3, 6K1 et 6K2.

L’ensemble des données recueillies lors de I’étude des fonctions des protéines virales, des
bases moléculaires du pouvoir pathogéne des virus ainsi que celles concernant la
caractérisation des mécanismes de défense développés par les plantes ont permis de lever le
voile sur de multiples étapes du cycle des potyvirus qui nous intéressent ici. Ces données,
outre leur intérét intrinséque concernant la connaissance de la biologie des potyvirus, peuvent
parfois étre transposées a d’autres virus a ARN en partant sur I’hypothése que ces virus
partagent des modes de fonctionnement communs. Inversement, selon la méme logique,
certains aspects peu ou pas étudiés du cycle des potyvirus peuvent étre spéculés sur la base
des informations recueillies sur d’autres espéces virales présentant une biologie similaire. La
syntheése qui suit est centrée essentiellement sur les avancées concernant I’identification des
facteurs d’hotes des potyvirus et la signification de leurs interactions avec les facteurs viraux
au cours du cycle viral, plus particulierement de la phase de traduction qui est a ce jour la
mieux étudiée chez les potyvirus. Je conseille aux lecteurs s’intéressant a une étude détaillée
des propriétés biochimiques et biologiques des protéines des potyvirus de se référer aux
revues publiées par Urcuqui-Inchima en 2001 et par Riechmann en 1992 (Riechmann et al.,
1992, Urcuqui-Inchima et al., 2001). De méme, la revue de Revers publiée en 1999 constitue
une source abondante de données sur la biologie des potyvirus et de leur cycle viral tout en

étant plutot orientée sur le role qu’y tiennent les protéines virales (Revers et al., 1999).

2.2 Vue d’ensemble du cycle viral des potyvirus.

Le cycle d’un potyvirus consiste d’abord en I’infection d’une cellule végétale par une ou
plusieurs particules virales. Trés peu de données ont été obtenues a ce sujet chez les potyvirus.
Le seul modele d’étude concernant I’entrée dans la cellule et le désassemblage de

I’architecture capsidique d’un virus filamenteux est le TMV (Shaw, 1999).

La prochaine étape dans le cycle de multiplication est la traduction de I’ARN en une
polyprotéine qui sera elle-méme clivée en cis- tout d’abord puis en trans- par des protéases
virales (Figure 7). Les informations sur les potyvirus concernant cette étape de traduction

sont nombreuses et ont eté obtenues notamment grace aux récentes avancées sur
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I’identification des génes de résistance récessifs et aux études d’interaction entre facteurs
d’avirulence et facteurs de 1’hote. Une bréve synthése concernant la traduction des potyvirus

est présentée dans le paragraphe 2.3.

Le cycle viral est ensuite marqué par la constitution d’un complexe de réplication et la mise
en place d’une stratégie d’amplification du génome viral via la synthése de brins d’ARN a
polarité négative dans un premier temps puis de brins d’ARN a polarité positive. Les données
concernant la réplication chez les potyvirus ne sont pas nombreuses et les hypothéses sur cette
étape se basent surtout sur les similitudes de structures génomiques et de stratégies de
fonctionnement entre les potyvirus et des virus beaucoup mieux étudiés comme les virus de la
famille des Picornaviridae, voire d’autres virus 8 ARN. Les données concernant la réplication
de ces derniers est extrémement abondante et parfois contradictoire (Agol et al., 1999, Andino
et al., 1999 pour revue sur les picornavirus, Ahlquist et al., 2003, Noueiry & Ahlquist, 2003
pour revue sur le BMV). Les seules données existantes sur le mécanisme de réplication des
potyvirus sont 1’identification des protéines appartenant au complexe de réplication. Chez les
potyvirus, les dix protéines codées par le génome viral semblent indispensables a
I’amplification du génome et sept ont la capacité de se lier a I’ARN (Urcuqui-Inchima et al.,
2001) mais parmi celles-ci la NIb, la Nla, la Cl et la 6K2 semblent avoir un role préepondérant
dans la réplication de part leurs fonctions principales présumées : la NIb possede une activité
enzymatique ARN polymérase ARN-dépendante (Hong & Hunt, 1996), la protéine 6K2
participerait a I’ancrage du complexe réplicatif dans la membrane du réticulum (Schaad et al.,
1997a), la protéine Nla interagit avec la proteine NIb pour potentialiser 1’amplification
génomique (Fellers et al., 1998) et il a été démontré que la protéine Cl avait une activité
hélicasique en son domaine N-terminal (Lain et al., 1990), cette hélicase participerait a la
réplication en déroulant les structures d’ARN double brin constituant la forme intermédiaire

de réplication.

Les nouvelles particules virales transitent ensuite de cellule a cellule via les plasmodesmes,
organelles de communication dite symplasmique entre les cellules végétales, jusqu’aux tissus
conducteurs du phloéme. Pour cette étape également, peu d’informations sont disponibles
concernant les potyvirus. Les analyses de séquences des génomes potyviraux n’ont pas permis
de trouver d’homologie avec des protéines de mouvement connues chez d’autres especes
virales comme la protéine 25K du PV X ou la protéine 30K du TMV (Atabekov & Taliansky,

1990 pour revue). Des approches de génétique fonctionnelle montrent cependant que la CP, la
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Cl et la VPg sont potentiellement impliqués dans la translocation de la particule virale de
cellule a cellule. Des approches par microscopie électronique ou par micro- injection montrent
toutefois que la CP et la Cl sont associées au plasmodesme (Roberts et al., 1998, Rodriguez-
Cerezo et al., 1997) et que la CP et le HcPro entrainent une augmentation de la taille limite
d’exclusion du plasmodesme (Rojas et al., 1997). Malgré ces données, le role de la Cl dans la

translocation de la particule virale a travers le plasmodesme doit encore étre démontré.

Le mouvement de cellule a cellule est suivi du mouvement a longue distance. Cette étape
consiste au passage de la particule virale des cellules du parenchyme périvasculaire vers le
parenchyme du phloéme et les cellules compagnes pour gagner les tubes criblés et étre
véhiculée vers le reste de la plante (Carrington et al., 1996 pour revue). Au vu de la
complexité de ces processus, peu d’¢léments viennent donner une indication sur les
mécanismes sous-jacents. Une fois encore, des approches de génétique fonctionnelle des
potyvirus mais aussi 1’utilisation de virus marqués par des génes rapporteurs, indiquent que la

CP, la VPg et le HcPro avaient un role dans le mouvement & longue distance.

L’infection systémique de la plante meéne chez la plupart des potyvirus a I’expression de
symptdémes. On suppose que le déterminisme moléculaire peut en étre trés varié que ce soit di
a la mise en place de réactions de défense par la plante ou a une modification de la
physiologie de la plante via une régulation active de 1’expression des génes de 1’hdte par le
virus a son propre compte. L’apparition des symptdmes peut aussi étre provoquée par le
bouleversement du schéma biochimique et développemental de la plante di & une interférence
des mécanismes de régulation endogéne provoquée par la simple présence du virus.
Cependant, I’ampleur de ces bouleversements rend difficile 1’étude des mécanismes des
mécanismes de la symptomatologie. Malgré cela plusieurs déterminants moléculaires viraux
ont pu étre identifiés (Revers et al., 1999). Une hypothése séduisante impliquant la fonction
suppressive de la RNAI a été émise : il a été démontré chez A. thaliana que le suppresseur de
RNAI du TuMV, le précurseur de maturation P1-HcPro, interférait avec la RNAI régulant
I’expression de certains geénes endogénes via des micro-ARN (miRNA). Dans ce cas 13, il
s’agissait d’ARNm impliqués dans le développement d’A. thaliana dont le clivage est
nécessaire a un moment donné du développement. L’infection par le TuMV, donc la présence
du suppresseur de RNAI, interfére avec la régulation du développement (Kasschau et al.,

2003). Cette hypothése pourrait étre extrapolée, les potyvirus interférant avec la régulation
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d’autres genes que ceux impliqués dans le développement, déréglant ainsi 1’équilibre de la

physiologie de la plante et provoquant 1’apparition de symptomes.

La derni¢re étape du cycle viral concerne la transmission des potyvirus a d’autres plantes
saines. Les deux voies de transmission des potyvirus sont la transmission par pucerons et pour
certains d’entre eux la transmission par la graine. Concernant la transmission par pucerons, les
deux seules protéines virales impliquées semblent étre la CP et HcPro. Une étude montre
I’interaction entre la CP et HcPro du TVMV au niveau de motifs conservés indispensables a
la transmission par pucerons (Blanc et al., 1997). L’hypothése communément admise est que
HcPro jouerait le role de pont entre la CP et le stylet du puceron, en recouvrant la particule
virale. Les études sur la transmission par la graine ont été essentiellement menées sur le
PSbMV et montrent que cette transmission nécessite I’infection des tissus embryonnaires
(Wang & Maule, 1992) avant que le suspenseur ne disparaisse lors des premiers stades du
développement embryonnaire (Wang & Maule, 1994). 1l n’est donc pas surprenant de
constater que les déterminants viraux de la transmission par la graine, HcPro et la CP, soient

des protéines impliquées dans le mouvement des potyvirus (Johansen et al., 1996).

2.3 Traduction de I'ARN viral et transition vers [’étape de
réplication : rGle de la VPg et du facteur elF4E.

Cette étape de traduction est primordiale et c’est la premicre étape du cycle viral a I’intérieur
d’une cellule, dans le sens ou les virus a ARN & polarité positive ne sont pas connus pour
encapsider des protéines comme la réplicase qui permettrait d’initier 1’amplification du
génome dés I’entrée dans la cellule. L’ARN des potyvirus se différencie des ARN messagers
cellulaires par ’absence en 5’ de la coiffe nécessaire a ces derniers pour recruter les facteurs
d’initiation de la traduction et le ribosome. Chez les potyvirus, cette coiffe est remplacée par

une protéine virale liée de maniere covalente a I’extrémité 5°, la VPg.

Dans le paragraphe 1.3., nous avons vu qu’une majorité des résistances aux virus et
notamment aux potyvirus étaient controlées par des genes récessifs et que ceux qui ont été
identifiés et clonés codaient pour un facteur d’initiation de la traduction elF4E ou elF4G. Des
approches de génétique inverse ont été menées dans de nombreux modeles plante/potyvirus

pour identifier les facteurs viraux qui conditionnaient le contournement de ce type de
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résistance par certaines souches. Etant donné que les facteurs de 1’hote codés par les alleles
récessifs de ces genes de résistance sont potentiellement impliqués dans le cycle des
potyvirus, ces approches de génétique inverse permettraient d’identifier les protéines virales
qui interagissent directement avec ces facteurs nécessaires a I’accomplissement du cycle viral,
en I’occurrence lors de I’initiation de la traduction de I’ARN viral.

A ce jour, sur huit génes de résistance étudiés, il a été montré dans sept d’entre eux que la
V/Pg était le facteur de contournement (ou la région codant pour la P3 et la 6K1 pour un seul
d’entre eux, le modéle Pea seed-borne mosaic virus (PSbMV)/sbm2 chez le pois (Johansen et
al., 2001)) : cela a été démontré une nouvelle fois dans le cas du PSbMV ou un petit nombre
de changements d’acides aminés dans la VPg permettent de contourner la résistance conférée
par le géne sbm-1 chez le pois (Keller et al., 1998), du Tobacco vein mottling virus (TVMV)
et le géne va du tabac (Nicolas et al., 1997), du Clover yellow vein virus (CIYVV) chez le
haricot (Sato et al., 2003), du TEV chez le tabac (Schaad et al., 1996) et du PVY et le géne
pot-1 chez la tomate et le gene pvr2 chez le poivron (Moury et al., 2004). Dans un genre
voisin, le genre Bymovirus, c’est également le cas du Barley yellow mosaic virus (BaYMV)
pour le gene rym4 du riz (Kuhne et al., 2003).

D’un autre c6té, le criblage d’une banque d’ADNc d’A. thaliana contre la VPg du TuMV a
permis de montrer que cette protéine virale interagissait avec le facteur d’initiation de la
traduction elF(iso)4E (Wittmann et al., 1997b). Une interaction similaire a pu étre identifiée
entre la VPg du TEV avec le facteur elF4E de la Tomate et du Tabac (Schaad et al., 2000). Il
a été démontré que I’interaction entre la VPg avec le facteur elF(iso)4E ou le facteur elF4E
était nécessaire a I’infectiosité du TuMV et permettait I’augmentation de la multiplication du
TEV respectivement (Leonard et al., 2000, Schaad et al., 2000). Il a été aussi montré, chez A.
thaliana, que des mutations altérant le facteur elF(iso)4E provoquent une insensibilité au
TuMV, au TEV et au LMV (Duprat et al., 2002, Lellis et al., 2002). Enfin, pvr2, le géne
récessif de résistance au PVY et au TEV chez le poivron, a été identifié comme étant le géne
elFAE (Ruffel et al., 2002).

Dans la cellule végétale, le facteur d’initiation de la traduction eIF4E a la capacité d’interagir
avec la coiffe des ARN messagers et participe au sein du complexe elF4F au recrutement
d’autres facteurs de traduction dont la petite sous-unité ribosomale et a la circularisation de
I’ARNm permettant ainsi 1’initiation de la traduction (Gallie, 2002 pour revue). Dans une
cellule infectée par un potyvirus, la VPg de ’ARN viral jouerait le role de coiffe et

interagirait avec le facteur elF4AE pour initier la traduction de I’ARN viral (Figure 8).
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Chez d’autres virus possédant ¢galement une VPg, notamment les picornaviridae, il s’avere
que la région 5’ non traduite forme une structure secondaire, un site interne d’entrée du
ribosome ou IRES (Internal Ribosome Entry Site) permettant une initiation de la traduction
indépendante de la coiffe (Kolupaeva et al., 1996). Chez les potyvirus, ce type de structure
IRES a été retrouvé et étudi¢ chez le TEV, permettant la traduction d’ARN viraux sous la
dépendance du facteur d’initiation de la traduction elF4G (Gallie, 2001) mais cela reste a ce

jour le seul exemple mentionnant une activité de traduction indépendante de la coiffe chez les

potyvirus.

Bien qu’en ce qui concerne les potyvirus, aucun élément nous permette de trancher parmi ces
deux hypothéses, une étude menée sur un virus animal, le Norwalk virus (NV, Calicivirus),
montre que la VPg interagit avec la sous-unité eIF3D du facteur d’initiation de la traduction
elF3 et que cette interaction inhibe la traduction dépendante des structures IRES
(Daughenbaugh et al., 2003). On pourrait imaginer en transposant cette information chez les
potyvirus que les deux modes d’initiation de la traduction sont envisageables dans la cellule
infectée et que la traduction dépendante de la coiffe, et donc de I’interaction VPg-elF4E, est
prépondérante par rapport a I’initiation de la traduction via une éventuelle structure IRES. On
peut noter 1’existence d’une troisiéme voie d’initiation de la traduction chez le PPV (Plum pox
virus) ou un mécanisme de «leaky scanning » peut se mettre en place, sachant que ce
mécanisme est tributaire de la présence d’un codon AUG en amont du codon d’initiation
(Simon-Buela et al., 1997).

Des facteurs de 1’hote nécessaires au cycle viral ont pu étre identifiés dans d’autres systemes
biologiques, notamment chez des mutants de Saccharomyces cerevisiae entrainant une
incapacité du BMV (Brome mosaic virus, Bromovirus) a s’y multiplier. Cette approche a donc
permis d’identifier, entre autres, deux facteurs impliqués dans la traduction ou la régulation de
la traduction: le facteur DEDI, une hélicase a ARN impliquée dans I’initiation de la
traduction des ARNm de la levure (Noueiry et al., 2000) et le facteur LSM1, appartenant a un
complexe de dé-adénylation des ARNm dont le role dans la levure est d’en faciliter le
renouvellement, en régulant ainsi la traduction (Diez et al., 2000). Dans le cas du BMV, ce
facteur LSM1 interagirait avec des éléments de la portion 5° des ARN viraux pour participer a
la transition entre la traduction et la réplication virale. Il est intéressant de constater qu’un
facteur similaire, Hfq, intervient dans I’initiation de la synthése du brin négatif chez le

bactériophage QP (Sledjeski et al., 2001).
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Dans le méme ordre d’idée, chez le BMV et le TMV, une interaction entre les réplicases de
ces virus et une sous-unité du facteur d’initiation de la traduction elF3 a pu étre recensée
(Osman & Buck, 2003, Quadt et al., 1993). Le facteur elF3 interagissant, dans le cadre de la
traduction, avec les ARNt et la sous-unité 40S du ribosome, ce facteur interagirait avec les
structures secondaires tige-boucle, similaire aux ARNt, présentes dans les structures de la
portion 5° des ARN viraux du BMV et du TMV, jouant ainsi un réle régulateur dans la
transition traduction-réplication (Ahlquist et al., 2003).

Chez les potyvirus, une étude a montré une interaction entre la réplicase NIb du ZYMV
(Zucchini yellow mosaic virus) et la PABP (poly(A) binding protein) du concombre (Wang et
al., 2000). Cette protéine se lie a la queue poly(A) retrouvée en 3’ des ARNm et de ’ARN
viral des potyvirus et participe, via une interaction avec le facteur elF4G, a la circularisation
de ’ARN (Gallie, 2002). Récemment, il a été démontré que les précurseurs VPg-NIlaPro et
6K2-VPg-NlaPro du TuMYV interagissaient non seulement avec elFAE de Brassica perviridis
mais aussi avec la PABP (Leonard et al., 2004). Sans fournir d’indication supplémentaire
quant aux significations biologiques de ces interactions, ces données suggérent que chez les
potyvirus, comme chez les autres virus a ARN positif, les étapes de traduction et de
réplication sont étroitement liées et que la transition entre les deux est facilitée par les
interactions entre ces protéines virales multifonctionnelles, les protéines de 1’hote impliquées

dans I’initiation de la traduction et la stabilité des ARNm et ’ARN viral.

L’ensemble de ces données laisse penser que I’étape d’initiation de la traduction durant
laquelle la VPg et le facteur eIF4E interagissent est centrale dans le cycle viral et qu’une
modification de ces interactions est plus susceptible de conditionner 1’accomplissement du
cycle qu’une modification intervenue a un autre niveau. L’initiation de la traduction de I’ARN
viral est & ce jour I’étape la plus précoce du cycle ou une interaction entre une protéine virale
et une protéine de 1’hdte a été mise en évidence. On peut donc imaginer que cette interaction
est I’étape la plus limitante concernant la mise en place de I’infection par le potyvirus. Ceci
peut expliquer que les études s’intéressant aux génes de résistance récessifs et aux propriétes
de contournement de ces genes n’ont pu démontrer que I’implication de protéines

potentiellement impliquées dans 1’étape de traduction virale.

3 Objectifs et contexte de la these.
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Mon travail de these s’est focalisé sur un pathosysteme particulierement étudié au laboratoire,
ce systéme faisant intervenir le LMV (Lettuce mosaic virus) et la laitue, son hote privilégié.
L’objectif étant d’étudier les mécanismes d’interactions entre les potyvirus et leurs hotes, le
travail a consisté a étudier et identifier les facteurs du LMV mis en jeu dans la capacité de
certains isolats a se multiplier sur des variétés de laitue exprimant une des deux formes
d’elF4E, codées par les alléles récessifs du géne mol, incompatibles avec la multiplication

d’isolats communs du LMV.

3.1 Description du pathosysteme Laitue/Virus de la mosaique de la
laitue.

La laitue cultivée appartient a la famille des Asteraceae, sous-famille Cichoreae, genre
Lactuca, espece sativa. C’est un légume trés consommé dans le monde et sa production
mondiale atteint 20,8 millions de tonnes en 2003 (données FAOSTAT), dont 3,0 millions
dans 1’Union Européenne a 15. La France est le troisieme producteur de laitue en Europe
apres I'Espagne et I'ltalie avec une production atteignant 426000 tonnes de laitues (FAO,
2003 ; voir http://lwww.fao.org). L'essentiel des cultures de laitue provient de la Provence
(Hutin, 1995), I'Aquitaine étant la troisiéme région de production en France.

Il existe une vingtaine de virus infectant les cultures de laitue (Blancard et al., 2003), parmi
ceux-ci, le potyvirus LMV est le plus dévastateur et peut occasionner la perte totale des
récoltes de printemps en plein champ (Dinant & Lot, 1992, Le Gall, 2003). 1l a été décrit pour
la premiere fois en Floride par Jagger en 1921. Les symptémes observés dépendant de l'isolat
de LMV, du génotype de I'hte et des conditions environnementales, ils peuvent étre modérés
(présence d'une mosaique) ou sévéres (présence de nécroses voire mort de la plante). Le LMV
posséde une gamme d'hote assez étendue car il est capable d'envahir 121 hétes différents
appartenant a 16 familles et a 60 genres différents (Horvath, 1980). Parmi ces especes, le
LMV infecte d'autres plantes cultivées comme le pois, I'épinard, la chicorée, le carthame et le
pois chiche ainsi que de nombreuses plantes sauvages qui peuvent constituer un réservoir
naturel (Dinant & Lot, 1992, Horvath, 1980). Comme la plupart des potyvirus, le LMV est
transmis par pucerons (Dickson & Laird, 1959, Kennedy et al., 1962) et certains isolats sont
aussi transmis par la graine (Broadbent et al., 1951). La lutte contre le LMV implique donc
I'emploi de graines certifiées saines et des techniques de détection du LMV par PCR

commencent a étre développées (Peypelut et al., 2004). Cette stratégie est complémentaire de
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I'emploi de génes de résistance qui est la composante essentielle de la lutte contre le LMV, les
génes les plus utilisés étant les génes récessifs de résistance au LMV mo1* et mo1?.

Plus de 200 isolats du LMV ont pu étre dénombrés dans le monde et une étude de leur
diversité génétique, basée sur la séquence codant la jonction entre la Nlb et la CP du LMV, a
permis de proposer la structure phylogénétique présentée dans la Figure 9. Parmi ces isolats,
on peut distinguer deux branches phylogénétiques particuliéres: les isolats de type
« Commun » et les isolats de type « Most » (mo-breaking, seed transmitted). Les isolats
communs constituaient la majorité des isolats retrouvés dans les champs de laitue et partagent
la capacité a se transmettre par la graine sans toutefois pouvoir contourner les résistances
controlées par mol* et mol1? Les isolats Most sont apparus quant & eux durant ces derniéres
années et possédent, comme leur nom I’indique, la capacité de contourner les résistances mo1!
et mo1? tout en conservant la capacité & se transmettre par la graine (Krause-Sakate et al.,
2002). Autant les isolats communs peuvent étre contr6lés par 1’utilisation en champ de laitues
résistantes, autant ces variétés ne sont d’aucun secours vis-a-vis des isolats Most. Le seul
moyen de lutte contre des isolats de ce type est de les détecter suffisamment tot, dans les

graines de laitue notamment, afin d’en limiter la propagation.

3.2 Avancées récentes sur les études d’interactions hoéte/virus
dans le systeme LMV/laitue.

3.2.1 Derniéres avancées sur les études de génomique fonctionnelle du
LMV.

Ces dernieres années, la premiére approche menée dans ces études d’interaction LMV/laitue a
été de développer des outils de génomique fonctionnelle pour identifier les déterminants
génétiques du LMV impliqués dans ses différentes propriétés biologiques. Tout d’abord, ces
études ont été rendues possibles par le séquencage et la caractérisation de plusieurs isolats du
LMV dont le LMV-0 (isolat de type commun), le LMV-E et le LMV-AF199 (isolat de type
Most) (Krause-Sakate et al., 2002, Revers et al., 1997a, Revers et al., 1997b). L’intérét de ces
isolats se portant dans leurs propriétés biologiques tres différentes, recensées dans le Tableau
1. LMV-0 induit des symptdmes légers tels que des mosaiques et éclaircissement des nervures
sur cultivar sensible, LMV-E et LMV-AF199 provoquent des symptomes sévéres tels qu'une

mosaique déformante, un fort rabougrissement de la plante infectée ainsi que des nécroses en
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ce qui concerne LMV-E. Sur des variétés résistantes mol' ou mo1?, LMV-E et LMV-AF199
sont capables de se multiplier et de développer des symptdmes systémiques séveres, les
symptdmes provoqués par LMV-AF199 étant plus précoces et plus sévéres que ceux
provoqués par LMV-E. Outre cette précocité, une des caractéristiques du LMV-AF199 par
rapport au LMV-E est de provoquer une nécrose systémique sur la variété brésilienne Ithaca
(Krause-Sakate et al., sous presse), 1’autre étant la capacité du LMV-AF199 & étre transmis
par la graine. L'inoculation de LMV-0 sur des variétés portant un de ces deux génes, mol* ou
mo1?, n’entraine jamais l'apparition de symptomes méme si la multiplication de cet isolat sur
ces variétés est quelque fois détectee.

La construction de clones complets infectieux du LMV-0 et du LMV-E (Redondo et al., 2001,
Revers et al., 1997a, Revers et al., 1997b) a permis de mettre en place une stratégie de
géneétique inverse pour identifier les protéines virales impliquées dans les différentes
propriétés biologiques des isolats LMV-0, LMV-E et LMV-AF199.

Les premiers éléments d’informations ont été obtenus en construisant une série de clones
recombinants entre le LMV-0 et le LMV-E (Redondo et al., 2001). Les déterminants viraux
conditionnant la sevérité des symptdmes du LMV-E sur variétés sensibles et la capacité de cet
isolat & se multiplier sur les variétés portant la résistance conférée par les alléles mo1* ou
mo1? ont pu étre ainsi étre cartographiés dans des portions relativement larges du génome du
LMV. 11 s’est donc avéré que la partie N-terminale du HcPro était responsable de la sévérité
des symptdomes du LMV-E sur la variété Trocadéro. En revanche, la cartographie des
déterminants responsables du contournement de la résistance mol n’a pu impliquer qu’une
portion génomique du LMV codant pour une portion C-terminale de la Cl, la 6K2, la VPg et
une portion N-terminale du domaine protéinasique de la Nla (Redondo et al., 2001).

Par la suite, la construction de clones recombinants du LMV-E échangeant des portions
génomique de I’isolat LMV-AF199 a permis d’identifier les protéines du LMV-AF199
responsables de la nécrose systémique sur la variété de laitue brésilienne Ithaca ou de la
rapidité d’expression des symptomes sur une variété portant le géne de résistance mol’,
(Krause-Sakate et al., submitted). Le premier travail de cartographie a permis d’identifier
deux portions génomiques, une zone codant pour une portion N-terminale de la région pour la
protéine P1 et une zone codant pour une petite portion C-terminale de la CI. L’analyse des
séquences du LMV-E et du LMV-AF199 dans ces régions a démontré, qu’il n’y avait aucune
différence au niveau protéique mais que le déterminisme de ces symptdmes particuliers se

retrouvait seulement au niveau de I’ARN viral (Krause-Sakate et al., 2002, Krause-Sakate et
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al., submitted). La cartographie des déterminants viraux de la rapidité d’apparition des
symptomes du LMV-AF199 a montré que la zone codant pour la P1 et le domaine N-terminal
du HcPro était partiellement impliquée. Le réle de ces protéines dans la suppression du PTGS
a été déemontré en inoculant ces clones recombinants entre le LMV-E et le LMV-AF199 sur
des plants de N. benthamiana portant le transgéne de la GFP (Green Fluorescent Protein) et
dont I’expression a été préalablement éteinte par le biais de D’agroinfiltration d’une

construction exprimant la GFP (Krause-Sakate, 2001).

3.2.2 ldentification et clonage du facteur d’initiation de la traduction,
elF4E, codé par le géne mol.

La deuxieéme approche menée dans I’étude des interactions LMV/laitue a été de s’intéresser
aux mécanismes de défense développés par la laitue contre le LMV et notamment le gene de
résistance récessif mol et ce, en se basant sur I’hypothése qu’un geéne de résistance récessif
code pour un facteur dont la forme dominante est nécessaire au cycle viral d’un virus. Les
études menées dans de nombreux autres systéemes biologiques plante/Potyvirus ont montré
que les génes récessifs de résistance aux potyvirus codaient pour un facteur d’initiation de la
traduction que ce soit une isoforme d’elF4E ou elF4G et que la VPg était le facteur viral
impliqué dans le contournement de génes de résistance récessifs (Paragraphe 2.3.). Or, les
étapes préliminaires de cartographie du facteur viral du contournement de la résistance mol
par I’isolat LMV-E pointent sur une région comprenant la séquence codant pour la VVPg.
L’ensemble de ces éléments nous a conduit, au laboratoire, a penser que le géne mol codait
pour elF4E ou son isoforme elF(iso)4E. Les ADNc de ces deux facteurs ont donc été clonés et
séquencés sur un ensemble de variétés sensibles et résistantes de laitue. Ces séquencages ont
montré un polymorphisme des séquences protéiques des elFAE clonés corrélant avec le
phénotype de résistance des variétés a partir desquels les ADNc ont été isolés, I’alléle mol' et
mo1? codant respectivement pour les formes Ls-elF4AE® et Ls-elF4E? Ls-elFAE® étant la
forme d’elF4E codée par I’allele de mol portée par les variétés de laitue sensibles au LMV. A
I’oppos€, aucune variation de séquence n’a pu étre observé en ce qui concerne les ADNc de
I’isoforme elF(iso)4E (Nicaise et al., 2003a).

Des expériences de complémentation fonctionnelle sont venues confirmer cette hypothése :
I’expression transitoire de Ls-elF4E®, la forme codée par I’alléle de sensibilit¢ de mol,

restaure 1’accumulation en systémie d’un clone LMV marqué par la GFP sur une variété de
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génotype mol1? (Nicaise et al., 2003b). De plus, un clone LMV recombinant exprimant Ls-
elF4E® se multiplie et produit des symptdmes sur des variétés résistantes mol' et mo1?
contrairement & des clones LMV exprimant Ls-elF4E* ou Ls-elF(is0)4E, le facteur elF(iso)4E
de laitue ne présentant d’ailleurs aucun polymorphisme de séquence suivant s’il est codé par
une variété de laitue sensible ou résistante. Les différences de sequences entre les deux alléles
récessifs Ls-elF4E" et Ls-elF4E? par rapport a 1’alléle de sensibilité Ls-elF4E° se traduisent
sur la protéine Ls-elFAE", par le remplacement des acides aminés 108 & 110 par une histidine
et par la substitution d’une alanine 186 en une sérine. La protéine Ls-elFAE? différe par une
substitution de I’alanine 70 par une proline. Ces trois différences se positionnant, selon une
analyse prédictive de la structure tridimensionnelle de I’eIF4E, a proximité de la poche

d’interaction entre elF4E et la coiffe des ARNm cellulaires (Figure 10).

3.2.3 Objectifs.

Cette thése s’inscrit dans le cadre de I’étude des interactions entre les potyvirus et leur plante
hote, en utilisant le pathosysttme LMV/laitue comme modéle d’étude. Pour mieux
comprendre le r6le du facteur elFAE dans le cycle viral du LMV, il est nécessaire de se
recentrer a nouveau sur 1’étude des facteurs viraux mis en jeu. Les dernic¢res approches de
cartographie des facteurs d’avirulence de la résistance mol tendent & montrer que la VPg est
potentiellement impliquée, rejoignant a priori les autres modeles d’étude ou I’interaction entre
la VPg et I’eIF4E conditionne la pathogénicité des potyvirus, mais ceci doit étre confirmé.
C’est dans ce but que j’ai poursuivi ces travaux de génétique inverse déja entamés au
laboratoire et que j’ai tenté d’affiner au maximum la cartographie des facteurs viraux
conditionnant la capacité des certains isolats du LMV a se multiplier sur des variétés de laitue
exprimant une forme non-permissive d’elF4E.

Tout d’abord, j’ai utilisé les outils de génétique inverse a ma disposition que sont les clones
infectieux du LMV-0 et du LMV-E pour échanger des portions génomiques plus restreintes
que la zone précédemment cartographiée. Le comportement des clones recombinants
résultants a éte etudié sur un ensemble de variétés de laitue exprimant chacune une forme
différente d’elFAE dans le but d’identifier la ou les régions du génome viral dans lesquelles
des mutations permettaient au virus d’infecter des plantes porteuses d’alleles mutants de

elF4E.
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Ensuite, la stratégie consistant a construire des virus chimériques montrant ses limites tant
pour ce qui est de la construction des chiméres que pour I’interprétation des résultats, j’ai
tenté une approche par mutagenése dirigée sur le clone infectieux du LMV-0 pour tenter de
restaurer ainsi la compatibilité entre le LMV-0 et les formes incompatible d’eIF4E et ainsi
identifier les acides aminés impliqués dans le contournement de la résistance.

Enfin, les résultats conduisant a I’identification de ces acides aminés ont été exploités pour
mettre en ceuvre un test de détection spécifique des isolats de type Most, utilisable en

détection de routine.
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Identification des acides aminés restaurant la compatibilité LMV/Laitue

1 Cartographie des déterminants moléculaires du virus de
la mosaique de la laitue (LMV) responsables du
contournement des génes de résistance mol' et mo1?
chez la laitue.

L’objectif de ce travail consiste a poursuivre les travaux, déja initiés au laboratoire, de
cartographie des déterminants viraux de la pathogénicité du LMV (Redondo et al., 2001).
Cette étape de cartographie par une approche de génétique inverse permettra d’identifier les
facteurs viraux du LMV impliqués dans le contournement de la résistance récessive conféree
chez la laitue par le géne mol et donc intervenant potentiellement dans le méme processus du
cycle viral que elF4E.

L’approche par génétique inverse est possible grace a 1’obtention, au laboratoire, de clones
infectieux de deux isolats du LMV aux propriétés biologiques différentes vis-a-vis de la
résistance conférée par le géne mol. D’une part, I’isolat LMV-0, isolat de référence ayant la
capacité de se transmettre par la graine mais étant incapable de se multiplier et/ou d’induire
des symptdmes sur les variétés de laitue portant les alléles de résistance mol' ou moil®
D’autre part, le LMV-E, incapable de se transmettre par la graine mais provoquant des
symptdmes prononcés sur variétés sensibles comme sur variétés résistantes (Revers et al.,
1997Db). Cette approche est d’autant plus intéressante que les séquences protéiques de ces
deux isolats sont homologues a 97% (Revers et al., 1997b), cet aspect rendant plus facile
I’identification des acides aminés a I’origine des différences entre les propriétés biologiques
du LMV-0 et du LMV-E.

Ces clones infectieux consistent en un ADNc, préparé a partir de LMV-0 ou LMV-E, et placé
dans un vecteur plasmidique entre un promoteur constitutif eucaryote fort (promoteur 35S du
CaMV dont la séquence «enhancer » a été dupliquée) et un terminateur de transcription,
permettant ainsi I’expression de cet ADNc viral dans le contexte de la plante (Redondo et al.,
2001, Yang et al., 1998) (Figure 30, Matériels et Méthodes, pour le vecteur d’expression
pBS70T). Sous cette forme, le génome du LMV peut étre manipulé et en I’occurrence, des
clones recombinants échangeant diverses parties du genome du LMV-0 et du LMV-E ou

portant des certaines mutations ont pu étre construits.

1.1 Construction des virus recombinants.



Cartographie des déterminants moléculaires du LMV du contournement de la résistance mol

Les travaux preliminaires a cette thése ont permis par cette méthode de localiser les
déterminants du contournement dans la partie du génome codant pour le domaine C-terminal
de la protéine ClI, la protéine 6K2, la protéine VPg et le domaine N-terminal de la protéase
Nla-Pro (Redondo et al., 2001) (Figure 11). L’affinement de la cartographie a consisté dans
un premier temps a échanger des portions génomiques plus réduites a I’intérieur de cet

intervalle.

Etant donné que ces différentes portions génomiques échangées sont bordées par des sites de
restriction non uniques, que ce soit dans les pLMV-0 ou pLMV-E d’origine (Figure 12 A), il
a fallu operer en plusieurs étapes pour chacun des clones recombinants obtenus (Figures 13 et
14).

Le principe consiste d’abord a sous-cloner une portion du pLMV d’origine contenant a la fois
la portion génomique a échanger, les sites de restriction d’échange présents en un seul
exemplaire et des sites de restriction uniques dans la séquence du pLMV situés de part et
d’autre de la portion génomique d’intérét. L’échange est ensuite réalisé dans le sous-clone
entre les génomes du LMV-0 et du LMV-E grace aux enzymes de restriction bordant la région
d’intérét. Enfin, la région recombinante est excisée du sous-clone et échangée avec la région
correspondante du pLMV grace aux sites de restriction uniques situés de part et d’autre de la
région recombinante.

Les portions genomiques échangées, les sites de restriction et les vecteurs de sous-clonage
utilisés ainsi que le nombre d’étapes intermédiaires différent selon les clones recombinants
souhaités. L’ensemble de ces données est compilé dans le Tableau 2 destiné aux lecteurs

s’intéressant aux détails des stratégies appliquées pour la construction des virus recombinants.

Au final, 4 clones recombinants ont été obtenus (Figure 20 A) :

e LMV-OxbaflE, dérivé du LMV-0, comprenant la portion génomique codant pour la région
C-terminale de la Cl, la 6K2 et la VPg du LMV-E.

e LMV-0OstaflE, dérivé du LMV-0, comprenant la séquence codant pour la VPg du LMV-E.

e LMV-Estafl0, dérivé du LMV-E et clone recombinant réciproque du LMV-OstaflE,
comprenant la séquence codante de la VPg du LMV-0.
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e LMV-OxbastyE, dérivé du LMV-0, comprenant la séquence codant pour la région C-

terminale de la CI et pour la 6K2.

1.2 Comportement des virus recombinants sur variétés sensibles
de laitue.

Avant d’étudier le comportement de ces virus sur des variétés résistantes de laitue, ces clones
sont inoculés par biolistique sur des jeunes plants de laitue de la variété Trocadéro (variété ne
portant aucun géne de resistance connu). Cette étape préalable a pour but de vérifier si les
modifications apportées n’induisent pas de changement dans les propriétés biologiques de ces

virus sur plantes sensibles voire une perte d’infectivité.

Tous les clones recombinants se sont montrés infectieux sur Trocadéro (Figure 15, Tableau
3):

Le clone LMV-Estafl0 (Figure 15 F) semble se comporter comme son isolat « parental », le
LMV-E (Figure 15 B), et exprimer des symptdmes de méme type avec un éclaircissement
précoce des nervures, une mosaique déformante puis 1’apparition tardive de nécroses. Ces
symptdémes different notablement de ceux causés par LMV-0 et par les autres recombinants
qui en dérivent. lls sont probablement liés a la présence de la protéine HcPro du LMV-E
(Redondo et al., 2001).

A D’inverse, les clones issus du LMV-0 (LMV-0xbaflE (Figure 15 D), LMV-0OstaflE (Figure
15 E) et LMV-0xbastyE (Figure 15 G)) montrent des symptdmes, plus légers que ceux du
LMV-E, comparables & ceux du LMV-0 (éclaircissement des nervures suivi d’une mosaique
attenuée (Figure 15 A)). Ce type de symptomes est caractéristique de virus porteurs d’un
HcPro de type LMV-0 (Redondo et al., 2001). Cependant le clone LMV-0staflE semble
montrer des symptomes un peu atypiques dans le sens ou I’éclaircissement des nervures
disparait quelques jours apres son apparition, une mosaique réapparaissant par la suite dans
les feuilles plus jeunes. Cette mosaique est d’ailleurs moins homogeéne et circonscrite sur les
bords des feuilles et a proximité de certaines nervures sans pour autant gagner I’ensemble du

limbe foliaire comme c’est la cas pour le LMV-0.
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Cette ¢tape d’inoculation par biolistique est indispensable pour obtenir des inoculums
homogenes nécessaires pour procéder a une inoculation mécanique par la suite. En effet, la
méthode d’inoculation par biolistique n’est pas efficace a 100%, et ne permet pas d’obtenir
des résultats fiables apres inoculation directe des variétés résistantes. On pourrait craindre que
le fait d’inoculer ces constructions sur des variétés sensibles avant d’étudier leur
comportement sur des variétés résistantes induise 1’apparition de mutations secondaires qui
pourraient biaiser I’interprétation des propriétés biologiques des virus recombinants. Pour
pallier a cette éventualité, nous vérifions systématiquement la descendance de chaque
construction obtenue apres leur inoculation sur la variété Trocadéro. Une RT-PCR ciblant les
régions génomiques échangées est réalisée, apres une extraction des ARN totaux des feuilles
distales du foyer primaire d’infection, quelques jours aprés 1’apparition des symptomes. Les
produits de ces RT-PCR sont ensuite séquencés pour vérifier I’absence de mutations apparues
dans la descendance de I’inoculum primaire cloné. Pour chacun des clones recombinants
testés, aucune mutation (silencieuse ou non) n’a été observée. Cette méthode permettrait
uniquement de déceler I’apparition de mutations majoritaires, c'est-a-dire de mutations
apparues suffisamment tot dans 1’infection de la variété Trocadéro pour apparaitre dans la
plupart des particules virales prélevées pour ce test. Un moyen de déceler les éventuelles
mutations tardives aurait été de cloner le produit de ces RT-PCR dans un vecteur plasmidique
et de séquencer un échantillon représentatif pour chaque construction étudiée. De plus, le fait
de séquencer seulement au niveau des régions génomiques échangées ne nous permet pas de
mettre en évidence d’éventuelles mutations secondaires compensatoires qui auraient pu avoir
lieu dans d’autres régions du génome du LMV. Pour cela, il aurait fallu amplifier, cloner et
séquencer intégralement I’ensemble du génome de chaque construction testée mais ceci
représente une charge de travail irréalisable en termes de codt et de temps. Par ailleurs, le
bien-fondé de la recherche de telles mutations est questionnable en lui-méme dans la mesure
ou I’expérience montre que, durant des années de maintien sur variété sensible, les isolats
parentaux LMV-0 et LMV-E ont conservé leurs propriétés. Durant la suite des
expérimentations, nous tenons compte de 1I’éventuelle apparition de mutations secondaires
tardives mais nous consideérerons qu’elles auront peu d’impact (puisque minoritaires et

indétectables) sur les propriétés biologiques des virus recombinants étudiés.

41



Cartographie des déterminants moléculaires du LMV du contournement de la résistance mol

1.3 Comportement des virus recombinants sur variétés
résistantes.

Etant donné que les clones recombinants obtenus précédemment sont infectieux et présentent
des symptomes systémiques sur la variété sensible Trocadéro, ces constructions sont
inoculées mécaniquement sur des jeunes plants de la variété Salinas 88 (portant ’alléle mo1?
qui code pour la forme défective Ls-elF4E?, variété quasi-isogénique de la variété sensible
Salinas), Mantilia et Floribibb (portant I’alléle mol' qui code pour la forme défective Ls-
elF4E?) ainsi que sur la variété sensible Salinas (Figures 16, 17, 18 et 19).

Certains virus recombinants présentent des délais d’apparition de symptomes (Tableau 3) ou
une intensit¢é moindre (voire une absence de symptome) par rapport a d’autres virus
recombinants ou aux virus « parentaux ». Sur la variété Mantilia, les symptémes provoqués
par les différentes constructions apparaissent en systémie une a deux semaines aprés ceux
provoqués par le LMV-E. Sur la variété Floribibb, soit les symptomes n’apparaissent pas, soit
ils présentent un retard d’une semaine selon les virus testés. Enfin sur la variété Salinas 88, les
virus provoquant des symptomes présentent un délai variable n’excédant pas cinq jours. Il
parait important de comparer ces données avec le degré d’accumulation de ces virus dans les
diverses variétés étudiées. Cette information nous permettra de déterminer si les modifications
apportées provoquent une altération des symptémes liée a une altération de la multiplication
ou si seule I’expression des symptomes est touchée.

Le niveau d’accumulation des constructions recombinantes sur les variétés résistantes
Mantilia, Floribibb et Salinas 88 (ainsi que sur la variété sensible Salinas) a été estimé par
ELISA 30 jours apres inoculation a 1’aide d’un anticorps polyclonal dirigé contre la capside
du LMV-0 (Figure 20 B). Cet anticorps reconnait aussi la capside du LMV-E mais est moins
sensible dans ce cas de figure du fait de la distance génétique entre les deux isolats. Les
niveaux d’accumulation du LMV-E et du recombinant LMV-Estafl0, qui possédent la CP de
LMV-E, sont donc sous-estimés par rapport a leur niveau d’accumulation réel et ne peuvent
pas étre directement comparés aux données d’accumulation des virus codant pour la protéine
de capside du LMV-0.

L’ensemble de ces niveaux d’accumulation a été évalué lors de deux séries d’inoculations
indépendantes par souci de reproductibilité. Cependant de maniére a ce que les informations a
en tirer soient plus lisibles, seuls les résultats de la premiére expérience ont été compilés dans
la Figure 20 B. Les mesures sur la deuxiéme série d’inoculations ont globalement révélé un

comportement semblable de la part des clones LMV testés, mise a part une moins bonne
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accumulation de ’ensemble des clones sur les variétés résistantes corrélée elle-méme avec
des symptdmes moins marqués que lors de I’ensemble des expériences précédentes. Nous
mettons cela sur le compte de conditions générales différentes (ensoleillement, température)
qui n’auraient pas favorisé la multiplication des virus, les deux expériences ayant été réalisées
a plusieurs mois d’intervalle et notre serre ne nous permettant pas d’étre isolés totalement des

influences du climat extérieur.

1.4 La sévérité des symptémes sur des variétés résistantes n’est
pas contrdlée par larégion échangée.

Les symptémes du LMV-OxbaflE apparaissent sensiblement en retard par rapport & ceux
provoqués par le LMV-E : une semaine sur Mantilia, 5 jours sur Salinas 88 (Tableau 3) et
sont beaucoup plus faibles sur Trocadéro (Figures 9 B et D) et Mantilia (Figure 17 B et C).
Cela est sGrement di au fait qu’un déterminant de la sévérité¢ des symptomes du LMV sur
laitue, HcPro, est codé par une autre région génomique que celle échangée chez le LMV-
OxbaflE (Redondo et al., 2001). Les clones LMV codant pour le HcPro du LMV-0
provoqueraient donc des symptémes plus faibles que ceux codant pour le HcPro du LMV-E.
Ces symptdmes étant plus faibles, la présence de ces clones LMV serait détecté plus
tardivement que si le suivi de la présence du LMV I’avait été par un test basé sur la

multiplication du virus plut6t que sur un critére visuel comme la symptomatologie.

1.5 La région codant pour le domaine protéasique de la Nla n’est
pas impliguée dans le contournement de la résistance liée a Ls-
elF4E.

Les données d’accumulation montrent que le clone recombinant LMV-0xbaflE s’accumule
aussi bien sur les variétés résistantes mo1* (Mantilia et Floribibb) et mo1? (Salinas 88) que sur
la variété sensible Salinas (pistes 9, 10, 11 et 12 de la Figure 20 B, un test de Student montre
qu’il n’y a pas de différences significatives entre les niveaux d’accumulation sur Mantilia,
Floribibb et Salinas 88 avec celui mesuré sur Salinas, p>0,05) bien qu’aucun symptdome
significatif n’ait été détecté sur Floribibb (Tableau 3, Figure 18 C). Quand on compare la
séquence nucléique du LMV-0 et celle du LMV-E dans la zone cartographiée lors des travaux
précédents (entre la position 5855 et la position 7207), on dénombre 14 différences menant a

des différences en acides aminés, dont 13 sont localisées dans le fragment échangé dans la
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construction LMV-0xbaflE (7 dans le fragment Xbal-Styl et 6 dans le fragment Styl-AflIl). De
plus, le fait que LMV-0xbaflE, qui code pour une protéine Nla-Pro sans aucune différence
d’acides aminés avec celle de LMV-0, s’accumule sur les variétés résistantes mol' (Mantilia
et Floribibb) et mol? (Salinas 88) et que, jusqu’alors, aucune donnée bibliographique ne
démontre le réle de la Nla-Pro dans un contournement de résistance récessive, suggere que la
portion codant pour la partie N-terminale de la protéase de la protéine Nla n’est effectivement
pas impliquée. La construction de recombinants échangeant uniquement cette partie du
génome du LMV ou de mutants sur la position présentant une différence entre le LMV-E et le

LMV-0 permettrait de confirmer cette hypothése.

1.6 La VPg n’est pas le seul déterminant viral du contournement.

Dans de nombreux pathosystémes étudiés impliquant un membre de la famille des
Potyviridae d’une part et un géne de résistance récessif d’autre part, la VPg se trouve étre le
facteur viral responsable du contournement de ces résistances.

Le comportement du recombinant LMV-0xbaflE, dans lequel la région du génome échangée
contient surtout celle codant pour la VPg, laisse présager que le systeme LMV/Laitue ne
differe pas des autres systemes. Toutefois, quand on échange une région plus restreinte
comprenant seulement la VPg comme chez les chimeres LMV-0OstaflE et LMV-Estafl0, on
constate que la situation n’est pas aussi tranchée. Le virus recombinant LMV -0staflE induit
bien sOr des symptdmes sur les variétés sensibles testées (Trocadéro et Salinas, Figures 15 E
et 16 D) mais aussi sur la variété porteuse de mo1* Mantilia (Figure 17 D) ou on observe des
symptdmes modérés en systémie (mosaique atténuée). Comme pour le recombinant LMV-
OxbaflE, on peut noter que malgré 1’absence de symptomes sur Floribibb (Figure 18 D), le
virus LMV-0staflE parvient tout de méme a s’y multiplier (Figure 20 B, piste 15).

Cette donnée montre que la VPg est impliquée dans la capacité du LMV-E a contourner la
résistance conférée par le géne mol* mais la légére atténuation des symptomes provoqués sur
Mantilia par rapport au LMV-0xbaflE (comparer Figures 17 C et D) et son plus faible degré
d’accumulation sur la variété Floribibb (a peu pres deux fois moins importante, Figure 20 B,
pistes 11 et 15) suggére que la VPg n’est pas la seule protéine impliquée et qu’un autre
facteur viral est impliqué dans cet aspect des propriétés biologiques du LMV-E.

Cette hypothése se confirme quand on constate que le LMV-0staflE n’induit aucun symptome

sur Salinas 88 (mo1?) (Figure 19 D) et qu’on ne le détecte pas sur les plants de Salinas 88
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inoculés avec ce virus (Figure 20 B, piste 16). La VPg n’est donc pas le facteur viral

permettant au LMV-E de se multiplier sur les variétés codant la forme Ls-elFAE?,

1.7 Larégion codant pour le domaine C-terminal de la Cl et pour la
6K2 est impliquée dans la restauration de la compatibilité du
LMV-E avec les variétés codant un des deux formes Ls-elF4E"
ou Ls-elF4E?,

Les comportements du clone recombinant réciproque, LMV-Estafl0, et du clone LMV-
OxbastyE donnent une indication sur la localisation du déterminant du contournement de la
résistance conférée par mo1% En effet, LMV-Estafl0 s’accumule et provoque des symptomes
Iégerement plus forts que ceux provoqués par les autres virus recombinants que ce soit sur les
variétés sensibles ou on observe une mosaique presque aussi marquée que celle provoquée par
le LMV-E (Figures 15 F, 16 E et Figure 20 B, piste 21), sur les variétés résistantes mo1*
(Figures 17 E, 18 E et Figure 20 B, pistes 22 et 23) ou sur la variété résistante mo1?
(Figures 19 E et Figure 20 B, piste 24). Une seconde expérience de dosage du LMV a
montré que le niveau globalement plus élevé de LMV-EstaflO par rapport au LMV-E observé
dans la Figure 20 B n’¢tait pas reproductible et atteignait plutét des niveaux d’accumulation
comparables a celui-ci. La VPg n’est donc pas un déterminant absolument nécessaire au
contournement de la résistance conférée par mol1' puisque le LMV-Estafl0 se développe sur
Mantilia et Floribibb. Un autre déterminant se trouve donc soit dans la région codant pour le
domaine C-terminal de la ClI et pour la 6K2, soit dans la région codant pour le domaine N-
terminal de la Nla-Pro. Toutefois, les propriétés biologiques du clone LMV-0xbaflE nous ont
montré que Nla-Pro n’était pas impliquée. LMV-0xbastyE provoque des symptomes proches
de ceux de LMV-OxbaflE sur la variété Mantilia (mol1), et y est détecté en méme temps
(Tableau 3 et comparer Figures 17 C et F), mais aussi sur la variété Salinas 88 (mo1?)
(Figure 19 F). L’analyse de I’accumulation de ce virus montre un niveau comparable a celui
du LMV-0xbaflE sur Mantilia et sur Salinas 88 (comparer les pistes 7 et 11 Figure 20 B et
les pistes 8 et 12 Figures 20 B). Un test de Student effectué pour chacune de ces
comparaisons montre que ces niveaux d’accumulation ne sont pas trés significativement
différents entre eux : dans les deux cas 0,05>p>0,01. De plus, les symptdomes du LMV-
OxbastyE et du LMV-Estafl0 sur Salinas 88 apparaissent respectivement plus rapidement que
ceux provoqués par le LMV-0xbaflE et le LMV-E (Tableau 3). Ceci montre non seulement

que la région codant pour le domaine C-terminal de la CI et la 6K2 contient 1’autre
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déterminant du contournement de la résistance mol mais cela laisse aussi présager que la VPg
du LMV-E dans le contexte du LMV-0 jouerait en la défaveur de la multiplication de ces

virus sur la variété Salinas 88 exprimant la forme Ls-elF4E?,

1.8 La variété Floribibb comporte des facteurs affectant la mise en
place des symptomes.

Quand on compare le comportement des virus recombinants LMV-0xbaflE, LMV-0OstaflE et
LMV-OxbastyE sur les variétés Mantilia et Floribibb, on constate une différence au niveau des
symptdmes et de I’accumulation de ces virus. Alors que ces trois constructions sont capables
de produire des symptomes en systémie sur Mantilia (Figure 17 C, D et F), aucun de ceux-ci
n’est capable d’en produire sur la variété Floribibb (Figure 18 C, D et F). De méme, les virus
LMV-0OxbaflE et LMV-OstaflE s’accumulent moins bien sur Floribibb (Figure 20 B,
comparer les pistes 10 et 11 ainsi que les pistes 14 et 15 ; un test de Student montre que les
valeurs d’accumulation pour ces deux virus sur Mantilia et Floribibb sont tres
significativement différentes, p>0,01). Ce différentiel d’accumulation du LMV entre la variété
Mantilia et Floribibb a été retrouvé lors de répétitions indépendantes de 1’expérience.

Ceci montre que la variété Floribibb posséde probablement un ou plusieurs facteurs modulant
la résistance récessive mo1*. La présence de tels facteurs dans la variété Floribibb inhiberait la
multiplication ou du moins 1’accumulation en systémie du LMV de telle maniere que les
symptdmes ne peuvent se mettre en place pour les virus concernés. On peut imaginer que ces
facteurs interviennent dans le cycle du LMV a I’instar du facteur de traduction eIF4E mais
que les formes présentes dans la variété Floribibb ne sont pas suffisamment différentes de
celles de la variété Mantilia pour entrainer une incompatibilité totale entre les LMV
recombinants et Floribibb. Une approche de génétique classique faisant intervenir un
croisement entre la variété Floribibb et une variété mol' comme Mantilia permettrait

d’identifier ces facteurs.

1.9 Limitations de l'utilisation de la recombinaison.

Durant cette étape de cartographie, la stratégie consistant a échanger des portions génomiques
de plus en plus réduites entre les isolats LMV-E et LMV-0 a semblé montrer ses limites.

D’une part, parce que les échanges sont de plus en plus difficiles a réaliser au fur et & mesure
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que les fragments a échanger sont de plus en plus petits (ils contiennent donc de moins en
moins de sites de restriction utilisables) et d’autre part, parce que certains échanges réalisés
semblent engendrer des effets imprévisibles et sans aucune relation avec le phénomene étudié.
C’est le cas, par exemple, du clone recombinant échangeant la région codant pour la VPg,
LMV-0OstaflE qui, méme s’il est infectieux et se multiplie sur les variétés mo1?, provoque des
symptdmes atypiques sur Trocadéro, plus atténués que le LMV-0 dont il dérive. Il semble
donc que la présence de la VPg du LMV-E dans un contexte « LMV-0 » affecte le pouvoir
pathogene du virus recombinant, ce qui peut interférer avec les observations faites. De la
méme facon, le fait que le virus recombinant LMV-0staflE ne s’accumule pas du tout sur
Salinas 88 pourrait avoir été di a une incompatibilité liée a 1’insertion de la VPg du LMV-E
plutdt qu’a I’absence de déterminants impliqués dans le contournement. Il semble que la
recombinaison effectuée dans ce virus affecte plusieurs fonctions de la VPg et ne facilite pas
I’interprétation des modifications des propriétés biologiques observées. Une explication serait
que 1’échange de fragments génomiques entre le LMV-E et le LMV-0 modifie la structure de
I’ARN viral en créant ou affectant une structure secondaire d’ARN double brin. Cette
structure dont I’existence reste a démontrer serait la cible du mécanisme endogene
d’extinction génique et du complexe RISC. Dans le modele TuMV/Arabidopsis thaliana, il a
été¢ montré que la présence d’un potyvirus pouvait interférer avec le mécanisme d’extinction
génique endogéne et pouvait étre a I’origine de bouleversements du développement et donc de
symptdmes (Kasschau et al., 2003). On peut imaginer que, dans le modele LMV/Laitue
¢galement, ce type d’interférence puisse avoir un impact sur les symptomes observés. Dans ce
cas, une modification de cette structure secondaire entrainerait une modification de cette

interférence et donc une modification de la symptomatologie.
Un moyen de contourner ce probléme inhérent a I’approche de génétique inverse par

recombinaison est d’opérer des modifications plus fines sur les clones d’ADNc, notamment

par le biais de la mutagenese dirigée.
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2 ldentification d’acides aminés impliqués dans Ila
restauration de la compatibilité du LMV avec les variétes
résistantes de laitue.

2.1 Approche par mutagenese dirigée.

Dans I’étape précédente, nous avons démontré que la capacité du LMV-E a se multiplier et
émettre des symptomes sur les variétés de laitue exprimant des formes défectueuses d’elF4E
était imputée & deux régions du LMV : celle codant la VVPg vis-a-vis de la forme Ls-elF4E* et
celle codant le domaine C-terminal de la Cl et/ou la 6K2 vis-a-vis des formes Ls-elFAE" et
Ls-elF4E?. L’objectif de ces travaux de cartographie génétique étant de pouvoir identifier les
acides aminés impliqués dans cet aspect et la stratégie qui consiste a construire des virus
recombinants ne permettant plus d’échanger des régions plus réduites, la stratégie la plus
adaptée semble consister a cibler des acides aminés potentiellement impliqués dans le

contournement et de les substituer par mutagenese dirigée.

2.1.1 Désignation des acides aminés candidats dans le domaine C-
terminal de la Cl.

Un déterminant moléculaire conditionnant le contournement des résistances mo1' et mo1” a
pu étre positionné sur le génome du LMV dans une région encadrée par les sites de restriction
Xbal (position 5855) et Styl (6163). Quand on compare les séquences protéiques du LMV-0
et du LMV-E dans cet intervalle, on dénombre 7 différences: 3 dans la région codant le
domaine C-terminal de la ClI et 4 dans celle de la 6K2 (Figure 21). Bien que substituer
chacune de ces positions soit envisageable, il parait plus judicieux de trouver des éléments
pouvant nous permettre de sélectionner la ou les positions les plus susceptibles d’étre
impliquées, afin de hiérarchiser les opérations a mener.

Le pathosystétme LMV/Laitue est riche d’une centaine d’isolats du LMV aux propriétés
biologiques diverses, notamment vis-a-vis des résistances contr6lées par elF4E qui nous
intéressent (Figure 22). En plus de LMV-0 et LMV-E, nous avons sélectionné parmi ceux-ci
10 isolats du LMV répartis dans les différentes branches de 1’arbre phylogénétique et se

comportant différemment vis-a-vis des résistances mo1* et mo1?: 4 isolats contournant mo1!
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et mol1? (LMV-CI2, LMV-AF199, LMV-13 et LMV-Tn4), 3 isolats capables de contourner
seulement la résistance mol* (LMV-1, LMV-9 et LMV-Cordoue) et 3 isolats incapables de
contourner mo1* ni mo1? (LMV-AF198, LMV-Dg et LMV-A435). La séquence de la portion
génomique codant pour le domaine C-terminal de la Cl et la 6K2 a été obtenue pour chacun
de ces isolats (Figure 21).

L’alignement des séquences protéiques entre elles et avec celles de LMV-0 et LMV-E semble
indiquer 2 positions dans la Cl ou des substitutions entre les isolats pourraient expliquer les
différences de propriétés biologiques, les positions 1927 et 1946. Les 5 autres différences
entre LMV-0 et LMV-E semblent a priori ne pas étre corrélées avec le contournement des
résistances mol' et/ou mo1% Tous les isolats incapables de contourner ont une alanine & la
position 1927 alors que 4 des 5 isolats contournant mo1* et mo1? ont une valine (ainsi qu’1
des 3 isolats ne contournant que mol') et le LMV-E une thréonine. A la position 1946, la
sérine des isolats non-contournants est substituée soit par une thréonine (LMV-E et LMV-
Cordoue), soit par une isoleucine (LMV-CI2, LMV-AF199 et LMV-Tn4).

Deux mutants du LMV-0 ont été construits en se basant sur ces indications de séquence : le
mutant LMV-0-A1927V, ou I’alanine 1927 est mutée en valine, et le mutant LMV-0-S1946T,
ou la sérine 1946 est mutée en thréonine. Mé&me si les acides aminés substitués ont des
propriétés physico-chimiques peu différentes, nous émettons comme hypothese que ces
différences méme légéres, qui sont partagées avec les isolats capables de contourner mol! et
mol2, pourraient engendrer des modifications suffisantes de 1’encombrement stérique pour
altérer les interactions entre les différents facteurs de 1’hote et du LMV impliqués dans la
résistance mo1 et pour induire donc un contournement par ces mutants des résistances mo1* et

mo1°.

2.1.2 ldentification d’une position majeure impliquée dans Ile
contournement de mo1' et mo12

Les mutants LMV-0-A1927V et LMV-0-S1946T ont été obtenus et sont inoculés sur la
variété sensible Trocadéro comme pour les virus recombinants discutés ci-dessus. Les deux
mutants sont infectieux et provoquent des symptdmes identiques a ceux provoqués par le
LMV-0 (Figure 15 H et I). Aprés avoir vérifie la descendance des mutants par RT-PCR, les

plants de Trocadéro infectés peuvent donc servir pour inoculer mecaniquement les variétés
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Salinas, Mantilia, Floribibb et Salinas 88. Le suivi des symptémes provoqués par ces mutants
est effectué (Tableau 3, Figures 16, 17, 18 et 19) et au bout de 30 jours, la descendance
Vérifiée une nouvelle fois, le niveau d’accumulation en systémie de ces mutants est estimé par

ELISA (Figure 23).

Le mutant LMV-0-A1927V provoque des symptémes comparables & ceux provoqués par le
LMV-0 sur les variétés sensibles Salinas et Trocadéro (Figures 15 H et 16 G) mais n’en
induit aucun sur les variétés resistantes testées (Figures 17 G, 18 G et 19 G). Le fait que I’on
ne détecte pas le mutant par ELISA (Figure 23 pistes 6, 7 et 8) montre qu’il n’y a pas de
tolérance de ces variétés vis-a-vis du mutant et qu’il est bien incapable de se mouvoir en
systémie sur les plantes exprimant les formes défectueuses Ls-elF4E' et Ls-elFAE?. La
substitution d’une alanine en valine a cette position n’est donc pas suffisante pour entrainer
une modification du pouvoir pathogene du LMV-0 contrairement a ce que 1’alignement de
séquences des isolats contournants aurait pu laisser croire. Pour vérifier si I’acide aminé 1927
est tout de méme impliqué dans la capacité d’un isolat a se multiplier malgré un eIF4E
défectueux (du moins pour le LMV-E si les autres isolats contournants s’avéraient utiliser une

autre stratégie), il serait intéressant de substituer I’alanine 1927 du LMV-0 en une thréonine.

Le mutant LMV-0-S1946T montre un comportement différent : contrairement au LMV-0 dont
il dérive, il exprime des symptomes sur les variétés Mantilia et Salinas 88 (mais pas sur la
variété Floribibb). Sur Mantilia (mo1?), les symptémes, détectés plus tardivement que pour le
LMV-0xbastyE, sont tres faibles et instables dans la mesure ou ils ne sont pas toujours
visibles, sur la méme plante, durant la période d’observation (Tableau 3, 17 H). Ce mutant
s’accumule dans des proportions trois fois moins importantes que pour les virus recombinants
LMV-0xbaflE et LMV-0xbastyE sur cette méme variété (Figure 23, piste 10, a comparer
avec la Figure 20 B, pistes 6 et 10).

Sur Salinas 88 (mo12), le mutant LMV-0-S1946T provoque une mosaique systémique (Figure
19 H) et s’accumule a un niveau comparable a celui du LMV-OxbaflE et LMV-0xbastyE
(Comparer Figure 23, piste 12, et Figure 20 B, pistes 8 et 12). La substitution de la sérine
en une thréonine en position 1946 confére donc au LMV-0 la capacité de contourner la
résistance conférée par la forme Ls-elF4E? et partiellement la résistance conférée par la forme
Ls-elF4E*. Nous avons identifié un déterminant moléculaire majeur impliqué dans

I’incompatibilité conférée par le Ls-elF4E. Pour confirmer cette hypothése et surtout vérifier
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que c’est la seule position et la seule différence entre LMV-0 et LMV-E qui controle le
pouvoir pathogene du LMV-E sur Salinas 88, il conviendrait de construire le mutant
réciproque, le LMV-E avec la substitution de la thréonine 1946 en une sérine. Pour que
I’hypothése se confirme, il faudrait que ce mutant soit incapable de se multiplier sur Salinas
88. Dans le cas contraire, cela signifierait que la substitution sur la position 1946 n’est pas le
seul déterminant, il faudrait alors construire d’autres mutants ponctuels du LMV-0 & chacune
des 6 autres positions ou 1’on observe une différence entre LMV-0 et LMV-E (y compris une
substitution de I’alanine 1927 en une thréonine puisque I’incapacité du LMV-0-A1927V a se
multiplier en présence de Ls-elF4E* ou de Ls-elF4E? ne démontre en rien que cette position

n’est pas impliquée chez le LMV-E).

En ce qui concerne le facteur Ls-elF4E?, la situation semble plus complexe puisque méme si
la position 1946 semble impliguée, la mutation S1946T ne confére pas au LMV-0 le pouvoir
pathogéne du LMV-OxbastyE. Il y a donc au moins une autre position impliquée dans la
portion génomique échangée dans le LMV-0xbastyE. Pour la mettre en évidence, il faudrait
construire d’autres mutants a au moins une des 6 autres positions ou il y a une différence entre
le LMV-E et le LMV-0. Au vu de I’alignement des séquences protéiques, il n’y a pas de
substitution particuliérement spécifique aux isolats contournant mo1* méme si, dans la 6K2, la
double substitution de I’alanine 2017 et de la valine 2018, en respectivement une valine et une
isoleucine, est partagée par deux des trois isolats ne contournant que la résistance mol* en
plus du LMV-E. Une double substitution étant plus a méme de modifier les propriétés
physico-chimiques du domaine protéique concerné, il serait préférable d’effectuer une ou

deux mutations & cet endroit en premier lieu.

2.1.3 Désignation des acides aminés candidats dans la VPg.

Un autre déterminant conditionnant la compatibilité du LMV avec les variétés résistantes de
laitue a été précédemment identifié au niveau de la région codant pour la VPg. L’analyse de
I’alignement des séquences protéiques du LMV-0 et du LMV-E dans cette région montre qu’il
y a seulement 6 différences en acides aminés. Nous avons procédé de la méme maniére pour
sélectionner des positions dans la VPg susceptibles d’étre impliquées dans le contournement
de la résistance conférée par la forme Ls-elFAE® (puisque les travaux de cartographie ont

montré que la VPg n’était pas impliquée vis-a-vis de la résistance conférée par la forme Ls-
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elF4E?). La séquence nucléotidique codant pour la VVPg a été obtenue pour 10 isolats du
LMV : 3 isolats ne contournant aucune résistance mol, les isolats LMV-0, LMV-AF198 et
LMV-Dg, 2 isolats ne contournant que la résistance mol, les isolats LMV-1 et LMV-9 et 5
isolats du LMV contournant les deux types de résistances, les isolats LMV-E, LMV-AF199,
LMV-Tn4, LMV-CI2 et LMV-13. L’alignement des séquences protéiques de ces isolats est
représenté de maniére simplifiée dans la Figure 24. Dans cette figure, on ne visualise les
séquences des divers isolats qu’au niveau des 6 différences entre le LMV-E et le LMV-0 mais
I’ensemble de 1’alignement est disponible dans I’ Annexe |.

Comme pour I’alignement des séquences protéiques de la région CI-6K2, on ne retrouve pas
de corrélation parfaite entre les différences d’acides aminés et la capacité a contourner la
résistance mol. Cependant, certaines substitutions semblent partiellement corréler soit avec la
capacité & contourner seulement mol® (positions 2091 et 2111) soit avec la capacité a
contourner les deux types de résistances (positions 2079, 2121 et 2169). Afin de restreindre le
nombre de positions candidates et donc de mutants & construire, nous nous sommes basés sur
les autres modeles plantes/potyvirus: en effet il a été montré dans les pathosystémes
PSbMV/Pois (Borgstrom & Johansen, 2001), TVMV/Tabac (Nicolas et al.,, 1997),
PVA/Nicandra physaloides (Rajamaki & Valkonen, 1999) et TEV/Tabac (Schaad et al.,
1997b) que les acides aminés impliqués dans le contournement des résistances contrdlées par
un gene de résistance récessif chez ces plantes étaient localisés dans la partie centrale de la
VPg de ces potyvirus. En prenant pour hypothése que le modeéle LMV/Laitue ne differe pas
de ces modéles, nous avons sélectionné deux positions dans la zone centrale de la VPg, les
positions 2111 et 2121 et nous avons construits deux mutants du LMV-0 : le mutant LMV-0-
S2111T ou la sérine positionnée en 2111 est mutée en thréonine, telle qu’on la retrouve dans
les isolats LMV-1, LMV-9 et LMV-E, et le mutant LMV-0-S2121G ou la sérine positionnée
en 2121 est mutée en glycine.

A T’heure actuelle, ces mutants ont été construits mais leur infectivité et leurs propriétés

biologiques n’ont pas encore été testées.

2.2 Approche par mutagenése aléatoire.

La diversité naturelle des isolats du LMV a permis la mise en place de la stratégie de
génétique inverse que ce soit par la construction de clones recombinants entre LMV-0 et

LMV-E ou de mutants par mutagenese dirigée. Cependant elle ne permet pas de mettre en
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évidence toutes les positions du LMV véritablement impliquées dans la restauration de la
compatibilité entre le LMV et les variétés de laitues exprimant un elF4E non permissif. De
maniére a identifier d’autres positions potentiellement impliquées, nous avons entamé une

nouvelle approche conduisant a générer une diversité artificielle par mutagenese aléatoire.

La stratégie de mutagenese aléatoire exploite le manque de fidéelit¢é de la Tag ADN
polymérase utilisée en PCR classique. En présence de cations Mn?*, I’enzyme génére alors un
plus grand nombre d’erreurs au cours de la réaction de PCR (Fromant et al., 1995, Lin-Goerke
et al., 1997). Le produit ainsi obtenu constitue une banque de fragments mutants que 1’on
introduit dans un clone infectieux du LMV, produisant ainsi une bangue de clones infectieux
du LMV, mutants dans la région concernée par 1’étape de PCR (Figure 25).

Nous envisageons d’appliquer cette stratégie d’une part, au niveau de la portion du génome
codant pour le domaine C-terminal de la CI et la 6K2 et d’autre part pour la région centrale de
la VPg et ce dans le contexte du LMV-0. Nos efforts se sont tout d’abord concentrés sur la
VPg pour laquelle nous n’avons pas identifié d’acide aminé impliqué dans la compatibilité du
LMV avec les variétés mo1?, & la différence de la région C1-6K2. De nombreuses données sur
d’autres potyvirus laissent penser que pour la VPg, les déterminants recherchés sont
susceptibles de se trouver dans sa région centrale (Borgstrom & Johansen, 2001, Nicolas et
al., 1997, Rajamaki & Valkonen, 1999, Schaad et al., 1997b).

Pour chacune de ces expériences indépendantes, un criblage sera effectué de maniere a
retrouver les mutants présentant un gain de pathogénicité, que ce soit une augmentation de
I’accumulation du LMV ou I’apparition de symptomes selon la variété résistante testée. Des
mélanges de mutants du LMV-0 ainsi générés seront inoculés par la méthode de biolistique
directement sur la variété résistante Mantilia ou la multiplication du LMV est plus explicite
que sur Floribibb. Les propriétés biologiques de ces mélanges de mutants seront ensuite
évaluées. Les mutants infectant les plantes présentant des symptémes ou une accumulation
accrue (selon la portion du génome mutée) seront ensuite séquencés et analysés
individuellement.

Ce criblage fonctionnel constitue le point fort de cette stratégie, la corrélation entre une
mutation et un gain d’infectivité pouvant étre facilement faite contrairement a la sélection de
mutants présentant une perte d’infectivité. Le point faible de cette méthode est le nombre
relativement restreint de mutants pouvant étre criblés de cette maniére. En effet, méme si le
nombre maximum de mutants pouvant étre testés dans un seul mélange doit, a ce jour, encore

étre déterminé, il apparait clairement que toutes les combinaisons d’acides aminés ne seront
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pas testées pour toutes les positions des zones visées par la mutagenese (367 pb (123 a.a.)
pour la portion codant pour le domaine CI-6K2 d’intérét et 385 pb (129 a.a.) pour la portion
codant pour la zone centrale de la VVPg).

Pour faciliter le clonage de la banque de fragments PCR mutants dans un clone complet, nous
avons élaboré une stratégie du mutagenese par PCR-Fusion (Figure 31) sur le LMV-0
consistant a la fois a y insérer de nouveaux sites de restriction uniques facilitant le clonage des
produits de PCR (sans modifier la séquence en acides aminés), a déléter une partie de la
région visée et a y introduire un site de restriction unique dans le LMV. Ces deux derniéres
modifications permettent ainsi de faciliter le criblage de clones mutants selon un critere de
taille de fragment de restriction et/ou en détruisant aprés 1’étape de ligation (site de
« digestion-suicide ») les clones délétés qui se seraient religués (Figure 26). A ce jour, nous
avons pu construire deux clones délétés, un au niveau de la zone centrale de la VPg et un

autre au niveau de la 6K2 (Figure 27).

Actuellement, la mutagenese aléatoire au niveau de la zone centrale de la VVPg et le clonage
d’une banque de mutants LMV-0 d’un millier d’individus a été effectué. Le taux de
mutagenese, apres séquencage d’une dizaine de fragments de 385 pb obtenus apres la PCR
mutagéne, présente une moyenne de 2,6 mutations non-synonymes par fragment alors que le
taux de mutation minimum espéré était de 1 mutation non-synonyme par fragment. Ce taux de
mutation nous permet de cibler plus de positions pour un plus petit nombre de mutants a
cribler au risque d’entrainer plus de mutations déléteres pour le LMV ou plus de réversions

d’une mutation intéressante.

Avant de cribler I’ensemble de la banque de mutants LMV-0 ainsi obtenue, il reste a valider la
méthode de criblage. A ce jour nous n’avons pas pu déterminer le nombre maximum de
mutants inoculables en un seul mélange par la méthode de biolistique, sachant que cette
méthode est peu reproductible quand la concentration de I’inoculum est faible. Une solution
pour se passer de cette méthode d’inoculation relativement coliteuse et si peu fiable dans des
conditions limites serait d’inoculer les mutants par agroinfection. Cette technique
d’inoculation consiste a cloner une cassette d’expression de ’ADNc du LMV (comprenant
donc un promoteur et un terminateur fonctionnant dans la cellule végétale) dans un vecteur

binaire d’Agrobacterium tumefaciens qui, une fois infiltrée dans les tissus végétaux,
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entrainera I’expression ectopique de I’ARN viral puis de la polyprotéine virale d’une manicre

plus efficace.
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3 Détection spécifique d’isolats LMV appartenant au type
« Most »

Certains isolats ayant la capacité d’étre transmis par la graine, la lutte contre le LMV, outre
I’utilisation de variétés de laitue résistantes, passe par la commercialisation de graines de
laitue certifiées saines et la destruction des lots contaminés (Tomlinson, 1962).

Les alléles recessifs du géne mol permettent non seulement de résister a la plupart des isolats
viraux mais aussi de limiter la transmission par la graine puisque les isolats transmissibles se
multipliant sur les variétés mo1' ou mo1? ne peuvent pas atteindre les tissus embryonnaires et
se transmettre de cette maniere (Dinant & Lot, 1992, Pink et al., 1992).

Cependant ces derniéres années, de nouveaux isolats LMV ont émergé avec la capacité non
seulement de se multiplier sur les variétés de laitue exprimant Ls-elF4E' ou Ls-elF4E? mais
pouvant aussi étre transmis par la graine (Dinant & Lot, 1992, Krause-Sakate et al., 2002,
Revers et al., 1997a), ce sont les isolats de type « Most » (mo-breaking, seed transmitted) dont
LMV-AF199 est le type. Outre leur capacité a se multiplier sur les variétés mol1' et mo1® et &
se transmettre par la graine, ces isolats provoquent parfois des symptomes séveéres, le LMV-
AF199 peut par exemple provoquer une nécrose systémique sur la varieté brésilienne Ithaca
(Krause-Sakate et al., in press). Récemment, une étude a montré I’existence d’un recombinant
naturel entre un LMV de type Most et un LMV commun (Krause-Sakate et al., 2004).
L’émergence au niveau mondial du LMV-Most pourrait donc entrainer des dommage
économiques directement mais aussi via I’apparition d’isolats recombinants aux propriétés
biologiques et épidémiologiques nouvelles et potentiellement dommageables. Tout ceci

souligne I’importance du contréle du LMV-Most par de mesures prophylactiques strictes.

Nous avons exploité les différences de séquence nucléotidique d’un ensemble d‘isolats viraux
aux propriétés biologiques différentes pour mettre en place un protocole de détection
specifique par RT-PCR des isolats de type « Most ». Dans I’article présenté ci-apres (Peypelut
et al., 2004), nous présentons trois protocoles de détection spécifiques du LMV-Most que

nous avons mis en place.

La premiere stratégie & été concue en se basant sur la variabilit¢ du LMV au niveau de la
portion génomique codant pour la jonction entre la NIb (réplicase) et la CP (protéine de la

capside). Il consiste a une amplification par RT-PCR au moyen d’amorces « universelles »
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reconnaissant la grande majorité des isolats du LMV (mis a part les branches « Yar » et « Gr »
provenant respectivement du Yémen et de Gréce). Les produits de cette RT-PCR issus des
isolats du LMV de type Most (277 pb) présentent un site de restriction EcoRI spécifique et
une digestion des fragments RT-PCR par cette enzyme donne donc deux fragments de 194 et
83 pb dans le cas d’une plante infectée par le LMV-Most et un fragment de 277 pb dans les
autres cas.

Cette stratégie présente deux inconvénients : le premier est qu’elle ne permet de détecter
spécifiqguement le LMV-Most dans un mélange de LMV-Most/LMV-0 que si ce ratio est de 1
pour 10. L’autre inconvénient est la nécessit¢ d’effectuer deux étapes, une RT-PCR et une

digestion enzymatique, qui rendent difficile la mise en routine de ce test.

La deuxiéme stratégie exploite la diversité du LMV au niveau de la région codant pour la
partie centrale de la protéine P1. Un couple d’amorces spécifiques du LMV-Most ciblant cette
région a été dessiné. En principe, seules les RT-PCR effectuées en présence d’isolats de type
Most permettent I’amplification d’un fragment de 481 pb mais ce test de détection permet de
détecter d’autres isolats comme le LMV-Tn2 qui n’ont pas les propriétés biologiques du
LMV-Most. Grace a ce test de détection, il a pu étre mis en évidence que 1’isolat émergent
LMV-Tn2 est en fait un produit naturel de recombinaison entre un isolat de type commun et
un isolat de type Most (Krause-Sakate et al., 2004). Le point de recombinaison se situerait
dans la région codant pour la moitié N-terminale de la P3. La séquence en amont du point de
recombinaison correspond a une séquence de type Most ce qui explique que cet isolat puisse
étre détecté par ce test de détection spécifique du LMV-Most. A 1’opposé la séquence située
en aval de la région codant pour la P3 est de type commun ce qui explique les propriétés
biologiques de cet isolat qui est incapable de contourner les résistances de type mol. Cette
stratégie a ét¢ abandonnée pour éviter de détecter de tels virus mais surtout d’éventuels
recombinants inverses possédant la capacité de contourner la résistance mol mais ne pouvant

étre détectés par une RT-PCR ciblant la région codant pour la P1.

Mon travail a consisté a utiliser les données de cartographie obtenues précédemment pour
mettre en place une troisiéme stratégie et cibler les isolats de type Most en fonction de leurs
propriétés biologiques, en 1’occurrence leur capacité a contourner les deux types de résistance
mol. Grace aux approches de génétique inverse par recombinaison et par mutagenése dirigeée,
nous avons montré que les déterminants du contournement de la résistance mol se situaient

dans la région codant pour I’extrémité C-terminale de la Cl, la 6K2 et la VPg. Nous avons
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donc dessiné un couple d’amorces spécifiques des isolats de type Most dans cette région.
Nous nous sommes basés notamment sur les différences de séquences conduisant
respectivement a la substitution de la sérine 1946 en une isoleucine et a la substitution de

I’asparagine 2140 en une sérine chez la plupart des isolats de type Most.

Ce test de détection a pour avantage de pouvoir détecter du LMV-Most dans un mélange
LMV-Most/LMV-0 dans une proportion de 1 pour 1000 ce qui est 100 fois plus efficace que
le test de détection spécifique basé sur la séquence de la jonction NIb/CP. En revanche, cette
RT-PCR détecte d’autres isolats qui ne font pas partie du type Most (comme le LMV-E) mais
qui partagent certaines propriétés biologiques comme la capacité & contourner la résistance
mol. Contrairement au test de détection basé sur la séquence de la P1, le fait de détecter ce
genre de faux positifs n’est pas génant et peut étre éventuellement contourné en effectuant une
amplification a partir de graines. Ceci permettrait de ne détecter que les isolats du LMV ayant
a la fois la capacité de contourner la résistance mol et de se transmettre par la graine ce qui

n’est pas le cas des isolats comme le LMV-E détectables par ce test.
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1. Rappel du contexte

Les plantes se protegent des parasites obligatoires que sont les virus phytopathogénes en
développant une grande variété de mécanismes de défense que ce soit des défenses tributaires
des barrieres naturelles de la plante et de la cellule végétale ou des mecanismes de
« sauvegarde ». Ces derniers veillent continuellement a I’intégrité du fonctionnement de la
cellule végétale en reconnaissant les bouleversements dus a I’intrusion de ces pathogénes dans
la plante et en déclenchant consécutivement une série de contre-mesures permettant de limiter
la multiplication et la propagation de ces virus dans le reste de la plante. Certaines plantes
présentent des mécanismes de défense que I’on pourrait qualifier de passifs dans le sens ou les
virus ne peuvent se servir de certains facteurs cellulaires, mutés chez ces plantes, nécessaires
a la mise en place de leur cycle de multiplication. Ces facteurs impropres a la multiplication
virale sont communément désignés comme des facteurs d’incompatibilité.

Les attaques virales visant les plantes d’intérét économique constituent une préoccupation
majeure de la part des acteurs de la recherche agronomique. Pour limiter au mieux 1’impact
des dégats provoqués par les virus phytopathogenes, les chercheurs se sont attelés a mieux
connaitre les mécanismes naturels de défense, conduisant ainsi a leur optimisation par le biais
de stratégies de sélection génétique adaptées ou I'utilisation d’approches biotechnologiques
visant a adapter des mécanismes de défense efficaces sur certaines espéces végetales qui en
sont dépourvues ou tout simplement pour en augmenter 1’efficacité. Un moyen d’approfondir
la connaissance de ces mécanismes naturels de défense passe par I’étude du cycle de
multiplication de ces virus et I’identification de mécanismes centraux dont 1’inactivation
pourrait a terme conduire a la production d’especes végétales sur lesquelles 1’infection virale
n’aurait que peu ou pas d’impact. De par leurs mécanismes de fonctionnement, les systémes
de résistance dits actifs que sont les résistances liées a I’extinction génique cytoplasmique
(PTGS) ou aux activités catalytiques du protéasome ou encore les résistances conferées par
les génes R ne constituent pas une source adaptée d’informations quant au cycle de
multiplication des virus contre lesquels ils se mettent en place. A I'inverse, I’étude des
systemes de défense dits passifs, c’est a dire des mécanismes viraux affectés par ce manque
de compatibilité, mis en jeu notamment lors de phénotypes de résistance conférés par des
genes récessifs, et I’étude des moyens que les virus mettent en ceuvre pour la restaurer, sont
plus @ méme de fournir des indications intéressantes sur les processus qui constituent le cycle

viral.
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Les recherches menant a la caractérisation de ces mécanismes d’incompatibilité ont pu étre
mises en ceuvre par diverses approches expérimentales s’intéressant soit aux facteurs viraux
ou plus particulierement aux facteurs impliqués dans les stratégies virales conduisant a la
restauration de la compatibilité, soit aux facteurs de I’hote impliqués dans 1’incompatibilité
notamment par le biais du clonage de genes de résistance récessifs ou dont la mutation
entraine une perte de sensibilité au virus. Les virus appartenant au genre Potyvirus constituent
un des modeles d’étude les plus utilisés. En effet, I’importance économique des dégats qu’ils
provoquent a stimulé la recherche en sélection variétale qui a pu mettre ainsi en évidence
I’existence d’un grand nombre de phénotypes de résistance controlées par des géenes récessifs
(Diaz-Pendon et al., 2004). De maniére concomitante, I’utilisation en champ de ces ressources
génétiques a réveélé 1’émergence d’isolats potyviraux pouvant se multiplier sur ces variétés
résistantes malgré la présence de facteurs incompatibles a I’origine. Des analyses génétiques
comparant des isolats viraux se multipliant sur ces plantes résistantes et des isolats ne le
pouvant pas ont été rendues possibles grace au séquencage et a 1’obtention de clones d’ADNc
infectieux de nombreux potyvirus. Dans de nombreux systémes biologiques plante/potyvirus,
ces analyses ont montré que le facteur viral conditionnant la restauration de la compatibilité
entre les plantes résistantes et les isolats s’y multipliant était la protéine VPg (Keller et al.,
1998, Nicolas et al., 1997, Sato et al., 2003, Schaad et al., 1996). Ces résultats ont suggéré que
la VPg des potyvirus était impliquée dans un mécanisme clé du cycle viral souvent mis en
défaut lors des résistances contrélées par des genes récessifs ou, en supposant que ces genes
récessifs soient impliqués dans des mécanismes différents dans le cycle viral, que la VPg y
tenait une position centrale. Partant de ce postulat, la protéine VPg a été utilisée dans le
systtme de double hybride dans la levure pour cribler ’ensemble des facteurs codés par la
cellule végétale et identifier des interacteurs potentiels. Cette approche menée pour le TEV et
le TuUMV a permis de montrer une interaction de la VVPg avec deux protéines cellulaires,
respectivement les facteurs d’initiation de la traduction elF4E et son isoforme elF(iso)4E,
interaction qui s’avere indispensable pour ’infectivité du TuMYV sur B. perviridis (Leonard et
al., 2000, Schaad et al., 2000, Wittmann et al., 1997a). Indépendamment, la caractérisation de
mutants d’A. thaliana présentant un phénotype de perte de sensibilité aux potyvirus a montré
que le facteur elF(iso)4E était affecté (Duprat et al., 2002, Lellis et al., 2002).

Sur la base de ces informations, une approche par gene candidat a été utilisée pour identifier
les génes de résistance impliqués dans plusieurs autres systemes biologiques plante/potyvirus.

Ainsi, dans les pathosystemes PVY/poivron et PSbMV/pois, la corrélation entre les
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différences de séquences du facteur elF4E issus d’un ensemble de variétés résistantes ou
sensibles et la présence ou non, chez ces mémes variétés, d’un allele récessif de résistance des
génes pvr2 et shm1l, respectivement, a permis de suggérer que, dans ces pathosystemes, elF4E
était bien le produit codé par ces génes de résistance. Des analyses par complémentation

fonctionnelle ont permis de confirmer ces hypothéses (Gao et al., 2004, Ruffel et al., 2002).

Dans le modele biologique LMV/Laitue, la méme approche par gene candidat a montré que le
facteur elF4E (Ls-elF4E chez la laitue) était lui aussi le produit du gene mol dont les alleles
récessifs mo1® et mo1?, codant donc pour les formes Ls-elFAE et Ls-elF4E? conférent &
I’état homozygote une absence de sensibilité (et donc pour I’agronome une résistance) au
LMV (Nicaise et al., 2003a). Une premiére approche de génétique inverse avait permis de
montrer qu’une portion centrale du LMV, comprenant notamment la région codant pour la
VPg, portait les déterminants du contournement de la résistance mol (Redondo et al., 2001).
Ce premier élément suggérait qu’a I’instar d’autres potyvirus, le LMV pourrait contourner

I’incompatibilité conférée par des formes défectives d’elF4E par le biais de la VPg.

Partant de ces ¢éléments, 1’objectif du travail présenté était de confirmer ou d’infirmer cette
hypothese en identifiant véritablement le facteur du LMV impliqué dans les relations de
compatibilité contrélés, chez la laitue, par le facteur elFAE.

2. Le contournement de la résistance mol par le LMV ne
correspond pas a un modele « géne pour gene ».

Les premiers travaux de génétique inverse consistant a affiner la cartographie initiée
auparavant permettent de montrer que la protéine VPg joue effectivement un role dans la
restauration de la compatibilité entre le LMV et la laitue. Plus précisément, la VPg du LMV-
E, isolat se développant sur les variétés mol' et mol1?, permet aux virus recombinants la
codant de s’accumuler sur des variétés de laitue exprimant la forme Ls-elF4E'. Cependant,
I’analyse du comportement des LMV chimériques possédant une portion génomique codant
pour un domaine de la Cl et la 6K2 a montré que cette région était elle aussi impliquée dans la
compatibilité du LMV sur les variétés codant pour les formes non-permissives d’eIF4E :
d’une part, ces analyses montrent que la VPg du LMV-E est insuffisante pour restaurer une

pleine compatibilité entre le LMV et la variété mol1? et d’autre part, la région codant pour le
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domaine C-terminal de la CI et pour la 6K2 suffit a elle seule a conférer la capacité a se
multiplier sur des variétés exprimant la forme Ls-elFAE" et est absolument nécessaire pour
qu’il se multiplie sur des variétés exprimant la forme Ls-elF4E% Ces résultats compliquent
donc notre hypothése de travail de départ et suggérent une complexité jusqu’alors inédite dans
les modeles impliquant les potyvirus. En effet, tous les travaux sur le contournement des
génes recessifs de résistance aux potyvirus montrent qu’une seule protéine virale est en jeu, la
VPg dans la grande majorité des cas et la région codant pour la P3 et la 6K1 dans un seul cas
(Voir paragraphe 2.3. de I’Introduction). Dans le modele LMV/Laitue, nous montrons par ces
approches de génétique inverse que deux régions du génome du LMV (et donc
potentiellement au moins deux protéines virales) sont suffisantes indépendamment 1’'une de
I’autre pour restaurer la compatibilité entre le LMV et les variétés de laitue codant pour les

formes résistantes de Ls-elF4E.

3. Etude de la diversité naturelle du LMV.

Partant de ces résultats, nous avons cherché a déeterminer quel facteur, de la Cl ou de la 6K2,
conditionnait la capacité d’isolats du LMV a se multiplier sur des variétés mol' ou mo1? et
d’identifier les acides aminés codés par la région CI-6K2 et la VPg qui sont impliqués dans
cet aspect. Dans ce but, dans un premier temps nous nous sommes basés sur les différences de
séquences dans les régions génomiques concernées d’un ensemble d’isolats du LMV aux
propriétés variées vis-a-vis de la résistance conférée par les différents alléles du géne mol.
L’analyse de la diversit¢ du LMV dans ces régions révele que nous pouvons corréler ce qu’on
peut considérer comme trois pathotypes différents vis-a-vis de mol avec trois différents types
de séquences (Figure 28) :

Le premier pathotype englobe les isolats du LMV qui n’ont pas la capacité de contourner la
résistance mol qu’elle soit conférée par I’alléle mol®* ou mol?% Les isolats appartenant a ce
pathotype ne présentent pas de différence de séquence significative, les différences observées
ne semblent pas corrélées avec I’incapacité de contourner la résistance mol.

Le deuxiéme pathotype englobe les isolats du LMV qui peuvent uniquement contourner la
résistance associée a 1’alléle mol'. Quand on s’intéresse a leurs séquences, on constate un
plus grand nombre de différences par rapport a la séquence des isolats non contournants. Ces
differences semblent principalement localisees dans la région codant pour la VPg méme si un

isolat présente une différence potentiellement impliquée dans le contournement de mo1* au
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niveau de la séquence de la 6K2 (la position 2018). Nous pouvons noter que nous avons
obtenu de maniére expérimentale un virus recombinant dont la séquence est de méme type, le
LMV-0OstaflE, qui code pour la VPg du LMV-E ; ce virus chimérique appartient également a
ce pathotype, ce qui renforce notre observation. Nos données de séquences nous permettent de
proposer plusieurs positions dans la VPg qui seraient impliquées dans la compatibilité du
LMV avec les variétés mol* notamment les positions 2111 et 2121. Une approche par
mutagenese dirigée dont les premiéres étapes ont déja été effectuées (mutagenese du LMV-0
sur ces positions) nous permettrait de vérifier I’implication de ces positions.

Le dernier pathotype englobe les isolats qui ont la capacité de contourner la résistance
conférée par les deux alléles mo1* et mo1. Quand on analyse leurs séquences, on constate que
les différences avec le premier pathotype sont réparties dans les région codant pour le
domaine C-terminal de la Cl, la VPg et dans une moindre mesure, la 6K2. Le comportement
d’un des virus recombinants construits, le LMV-0xbastyE, montre que la capacité de
contourner les deux types de résistances est plutét corrélée avec des différences de séquences
au niveau de la région codant pour I’extrémité de la CI et la 6K2. Néanmoins, nous ne
retrouvons pas d’isolats naturels possédant de différences de s€quences uniquement dans cette
région : pour tous les isolats de ce pathotype, les différences au niveau de cette région sont
toujours accompagnées de différences au niveau de la région codant pour la VPg. On peut
imaginer que lorsque des mutations naturelles apparaissent au niveau de la région CI1-6K2, des
mutations compensatoires apparaissent rapidement dans la VPg. 1l est également possible que
de tels isolats naturels possédant une VPg de type « non-contournant » existent mais qu’ils
n’aient pas encore €té trouvés ou identifiés.

Sur la base de ces données, nous avons cherché a déterminer quelles positions de la région Cl-
6K2 étaient impliguées dans le contournement de la résistance mol. Deux positions dans la ClI
semblent plus particulierement corrélées avec les propriétés de ces isolats : les positions 1927
et 1946. Nous avons donc construit deux mutants du LMV-0 sur ces deux positions et un seul
d’entre eux, le mutant LMV-0-S1946T, a permis de retrouver partiellement les propriétés des
isolats appartenant au troisieme pathotype et celles du virus recombinant LMV-0xbastyE. En
effet, ce mutant se multiplie en systémie sur la variété mo1? testée de la méme maniére que le
LMV-E et le LMV-0xbastyE mais se multiplie de beaucoup plus faible sur une des variétés
mo1*. Ceci montre que la capacité du LMV de contourner la résistance mo1* ne peut imputée
a une seule mutation. Nous savions deja que des mutations dans la VVPg pouvaient conférer
cette capacité mais le comportement de ce mutant montre que d’autres positions dans la

région CI-6K2 sont aussi impliquées. Malgré la redondance d’une mutation en position 1927
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chez les isolats contournants, étant donné que le mutant LMV-0-A1927V ne peut pas
contourner la résistance mol, nous pensons qu’une autre position de la région CI-6K2 est
impliquée. Ce pourrait étre la position 2018 que 1’on retrouve chez un isolat contournant

seulement la résistance mo1®.

4. Un modele d’interaction entre les facteurs viraux
identifiés et le facteur elF4E.

L’ensemble des éléments obtenus lors de la cartographie des déterminants du contournement
de la résistance associée a mol et de I’étude de la diversité naturelle du LMV combinés avec
les données sur Ls-elFAE nous ont permis de mettre en scéne les facteurs viraux identifiés et
les différentes formes de Ls-elF4E dans un modele simplifié expliquant les relations de
compatibilité entre le LMV et la laitue (Figure 29).

Ce modéle confronte les trois formes d’elF4E codées par les différentes variétés de laitue qui
interagissent avec les différentes formes des trois déterminants viraux potentiels identifiés
précédemment : la VVPg impliquée dans la compatibilité avec Ls-elF4E®, I’acide aminé en
position 1946 du domaine C-terminal de la CI impliqué dans la compatibilité avec Ls-elF4E*
et Ls-elF4E? et I’autre déterminant potentiel positionné dans la région codant pour le domaine
C-terminal de la CI et pour la 6K2, ce dernier étant plus spécialement impliqué dans la
compatibilité avec Ls-elF4E*. Dans ce modéle, chacun de ces déterminants viraux peut étre
sous deux formes, selon qu’ils sont codés par la séquence génomique du LMV-0 ou du LMV-
E. Le cas le plus simple est le contexte d’une variété codant pour Ls-elF4E? : ce facteur peut
interagir avec toutes les formes de chaque déterminant viral et permet la multiplication d’un
LMV quelle que soit la combinaison de formes de déterminants codées par celui-ci. Dans le
contexte Ls-elF4EY, seules les formes de déterminants viraux codées a partir d’une séquence
du LMV-E sont capables d’interagir avec le facteur Ls-eIF4E'. Dans notre modéle, il suffit
qu’un seul déterminant viral soit compatible avec Ls-elF4E pour que la multiplication du
LMV soit possible bien que I'implication de 1’acide aminé 1946 dans la compatibilité avec
Ls-elF4E" soit mineure. Ceci permettrait d’expliquer la capacité a se multiplier sur les
variétés mo1* des LMV ne comportant que la VVPg ou la région CI-6K2 du LMV-E ou méme
seulement une thréonine en position 1946. Dans le contexte Ls-elF4E? parmi les
déterminants viraux identifiés, seule la présence de cette thréonine permet d’interagir avec ce

facteur. Une incertitude reste en ce qui concerne la VPg du LMV-E qui pourrait inhiber les
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interactions du complexe CI-6K2 avec Ls-elF4E? puisque I’influence négative de la présence

de la VPg du LMV-E dans les clones I’exprimant n’a pas été confirmée.

Ce modeéle souléve quelques questions et entraine quelques hypothéses qui demandent a étre

validées.

La premiere question soulevée concerne I’identification précise des deux autres facteurs
viraux. L’approche par mutagenése dirigée n’a été exploitée que pour verifier le role de deux
positions candidates dans le domaine C-terminal de la CI et a permis de n’en valider qu’une
seule, la position 1946. Cette approche sous-exploitée jusqu’alors devrait étre a nouveau mise
en oeuvre pour identifier les acides aminés de la VPg d’une part et ceux du domaine C-
terminal de la CI et la 6K2 d’autre part qui sont impliqués dans la compatibilité avec Ls-
elF4E'. Une autre approche envisagée et déja initiée lors de ces travaux est de ne pas se
limiter a la variabilité naturelle du LMV pour trouver ces informations mais d’opérer par une
stratégie de mutagenése aléatoire. Cela consiste a provoquer des mutations aléatoires sur une
région amplifiée par PCR en optimisant 1’infidélit¢ de la Taq ADN polymérase grace a la
présence d’ions manganese (Fromant et al., 1995, Lin-Goerke et al., 1997) et a inoculer en
masse les mutants de cette banque ainsi générée sur une variété résistante mol* ou mo1? et
sélectionner les mutants du LMV présentant un gain d’infectivité. Nous avons d’ores et déja
engagé cette approche dans le cadre de cette thése, et obtenu une banque de clones complets

mutants dans le domaine central de la VVPg.

On peut aussi s’interroger sur les stratégies utilisées par d’autres isolats du LMV pour
contourner mo1* et/ou mo12. L alignement des séquences correspondant, pour ces isolats, a la
région codant pour le domaine C-terminal de la CI et pour la 6K2 semble indiquer que
certains isolats du LMV partagent des similitudes avec le LMV-E et donc potentiellement les
mémes déterminants, notamment sur la position 1946 ou la plupart des isolats apparentés au
type Most possedent une isoleucine a la place de la sérine présente chez le LMV-0. Bien
qu’une thréonine soit présente en cette position chez le LMV-E, on peut supposer que la
substitution d’une alanine en isoleucine en position 1946 puisse restaurer a son tour la
compatibilité du LMV vis-a-vis du facteur Ls-elF4E% Cette hypothése est cependant mise en
échec notamment par la séquence de I’isolat LMV-13 contournant mol' et mo1® mais qui ne
présente, dans cette région, que deux substitutions: Ala-1927-Val et Val-2018-lle. La

mutation Ala-1927-Val n’étant pas suffisante pour restaurer la compatibilité avec Ls-elF4E*
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ni avec Ls-elF4E% Chez le LMV-13, la capacité & se multiplier sur une variété mo1? serait
conférée par un autre acide aminé que celui positionné en 1946, soit par un unique acide
aminé qui aurait donc une forte implication, soit une combinaison d’acides aminés
« collaborant » entre eux et n’ayant chacun d’eux qu’une implication minime comme c’est le
cas de la position 1946 vis-a-vis de la compatibilité avec Ls-eIF4E*. Quoiqu’il en soit, bien
que cette utilisation de la richesse du pathosystéme du LMV ait permis I’identification précise
d’un déterminant majeur de la restauration de la compatibilité du LMV-E avec Ls-elF4E?, cet
exemple du LMV-13 montre les « dangers » toujours présents qu’il y aurait a transposer les
résultats de génétique inverse concernant un isolat a d’autres isolats de propriétés biologiques
similaires. Plusieurs « solutions » existent peut-étre au sein de 1’espéce LMV pour répondre a

une méme problématique, le contournement de mo1l.

Sur tous les isolats naturels du LMV connus, outre ceux qui ne contournent aucun alléle de
mol, on ne connait que des isolats capables de contourner seulement mol! et des isolats
contournant & la fois mol1' et mol1? et aucun ne contournant seulement mol?. Le modeéle
proposé peut expliquer cette observation en transposant aux autres isolats du LMV
contournant mo1! et mo1? le fait que, pour le LMV-E, le seul facteur de compatibilité avec
Ls-elF4E? identifi¢, ’acide aminé 1946, est aussi impliqué dans la compatibilité avec Ls-
elF4E®. Ainsi, tout en se gardant d’affirmer que 1’acide aminé 1946 est aussi impliqué chez
ces autres isolats, cela signifierait que, quel qu’il puisse étre, le déterminant leur conférant la
capacité de se multiplier sur mo1? leur donnerait automatiquement la capacité de se multiplier
aussi sur mol1'. Cela pourrait étre di a la combinaison de deux exigences. Tout d’abord, cela
nécessiterait la proximité, au niveau de la structure tridimensionnelle de Ls-elFAE, du site de
mutation conduisant & la forme Ls-elF4E? et du site de celle conduisant & la forme Ls-elFAE.
Ce qui semble effectivement le cas entre la mutation A70P du Ls-elFAE? et la mutation
QGA108AH du Ls-elFE4* (Nicaise et al., 2003b). Cela nécessiterait ensuite une conservation,
parmi tous les isolats contournant mo1? de la conformation du déterminant interagissant avec
Ls-elF4E?, positionnant ainsi ce déterminant toujours en vis-a-vis du site de mutation
conduisant & la forme Ls-elF4E'. Cette conformation leur permettrait d’interagir au niveau

des deux sites et de contourner a la fois mo1* et mo12.

5. Vers la validation du modeéle d’interactions proposé.
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Un des principaux postulats de ce modele est que la compatibilité entre les formes de Ls-
elFAE et les facteurs viraux identifiés se traduit par une interaction physique. Inversement a
cette hypothese, I’incompatibilité entre les formes résistantes de Ls-elF4E et les facteurs
viraux du LMV-0 aurait pu s’expliquer par une interaction conduisant a la séquestration des
facteurs viraux, les rendant ainsi inaptes a jouer leur rdéle dans le cycle du LMV. Ceci
correspondrait plutot au mécanisme d’un gene de résistance dominant comme les genes
RTM1 et RTM2 (Chisholm et al., 2001). Pour confirmer ou infirmer notre modeéle, il convient
désormais de mettre en ceuvre la caractérisation biochimique des interactions entre les formes
de Ls-elF4E et les différentes formes des facteurs viraux impliqués. La premiére étape serait
de démontrer les interactions entre la VPg, la CI et éventuellement la 6K2. En effet, notre
modéle ne fonctionne que si les trois déterminants viraux identifiés collaborent et
« complémentent » le défaut d’interaction d’un des facteurs par la restauration de I’interaction
d’un autre facteur avec le Ls-elF4E. Cette « complémentation » ne peut se faire que s’il y a un
lien physique entre ces protéines virales. Or nous savons que des produits de clivage partiel de
la polyprotéine du LMV peuvent avoir une duree de vie suffisamment importante pour étre
détectée notamment des précurseurs de ces trois protéines (Leonard et al., 2004, Merits et al.,
2002). La deuxiéme étape de cette caractérisation consiste en la mise en évidence d’une
interaction entre le Ls-elF4E et la VPg d’une part et la CI d’autre part, notamment via son
domaine C-terminal. En ce qui concerne I’interaction entre le facteur eIF4E et la VPg, nous
savons que des interactions elF(iso)4E/VPg et elF4E/VPg ont déja été démontrées dans les
pathosystemes TuMV/A. thaliana et TEV/N. tabacum (Leonard et al., 2000, Leonard et al.,
2004, Schaad et al., 2000, Wittmann et al., 1997a). Un étude récente sur un népovirus, le
ToRSV (Tomato ringspot virus), a aussi montré une interaction entre le précurseur VPg-
NlaPro du ToRSV et le facteur elF(iso)4E bien que le déterminant de 1’interaction soit dans
ce cas la positionné dans le domaine protéasique (Leonard et al., 2002). Des interactions du
méme type ont été révélées chez des virus infectant les animaux : ainsi la protéine liée au
génome du IBDV (Infectious bursal disease virus, Birnaviridae), un virus a ARN double brin,
interagit avec le facteur d’initiation de la traduction elF4All (Tacken et al., 2004) et la VPg
du Norwalk virus (Calicivirus) interagit avec le facteur elF3 (Daughenbaugh et al., 2003).
Tous ces éléments semblent indiquer que I’interaction entre la VPg et le complexe d’initiation
de la traduction est une caractéristique commune des virus dont le génome est lié a une VPg.
Au sein de notre équipe de recherche, de premiers éléments viennent confirmer cette
hypothése avec la mise en évidence par ELISA et par la fluorométrie, une technique

permettant de mesurer une interaction entre la VPg du LMV et le Ls-eIF4E, d’une part, et le
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HcPro du LMV, d’autre part (Roudet-Tavert, soumis) ; Michon, soumis). Aucune publication
n’a pu démontrer a ce jour une interaction entre la CI d’un potyvirus et un facteur impliqué
dans le complexe d’initiation de la traduction mais, toujours au sein de notre équipe, des
expeériences realisées au vu des résultats de cette thése ont récemment permis de révéler des
interactions faibles entre la CI du LMV et le Ls-elF4E dans le systeme de double hybride
dans la levure (Walter, communication personnelle). Pour promouvoir notre modéle
d’interaction et en étayer les hypothéses sous-jacentes, la caractérisation biochimique des
interactions entre le Ls-elF4E et les facteurs du LMV identifiés doit aller au-dela de la simple
mise en évidence d’interactions entre ces facteurs. Elle doit permettre de montrer un
différentiel qualitatif ou quantitatif du niveau d’interactions en fonction de la confrontation
des différentes formes de Ls-elFAE avec les différentes formes de VPg et Cl, codées par le
LMV-0 ou le LMV-E. Les expériences d’expression ectopique par agroinfiltration de Ls-
elF4E? ou de Ls-elF4E' dans une variété mol® puisqu’elles permettent de restaurer
I’accumulation du LMV-0 en systémie, suggérent un différentiel d’interaction avec la VPg
pour les différentes formes de Ls-elF4E et notamment une affinité plus faible en ce qui
concerne les formes Ls-elF4EL et Ls-elF4E2. Une plus grande concentration de ces Ls-elF4E
contrebalancerait leur faible affinité avec les facteurs viraux et le LMV pourrait tant bien que
mal poursuivre son cycle.

On pourrait penser que I’expression des symptomes du LMV sur les plantes résistantes mo1*
et mo1? est dépendante de la forme de Ls-cIF4E exprimée, de I’efficacité de ces interactions
et qu’ils refléteraient le niveau d’accumulation du virus. Cela ne peut étre vrai pour toutes les
variétés puisque sur Floribibb, la restauration des interactions entre Ls-elF4E* et la ClI, la 6K2
et la VPg confére au virus la capacité de se multiplier mais pas d’émettre des symptomes
observables comme pour le LMV-E. Cet élément combiné au fait que dans ’ensemble, le
LMV s’accumule moins sur Floribibb que sur Mantilia indique qu’en plus de la résistance
conférée par [allele Ls-elF4E", Floribibb possede d’autres facteurs qui affectent
quantitativement la multiplication du LMV. A ce stade des recherches sur le modéle
LMV/Laitue, nous ne pouvons pas savoir quel est I’incidence exacte de la forme de Ls-elF4E
exprimée sur la mise en place d’une tolérance ou d’une résistance et il se peut que le fond
génétique des différentes variétés soit prépondérant sur le phénotype de résistance de ces
variétes. ne Il faudrait effectuer des croisements entre une variété tolérante et une variété
résistante exprimant toutes les deux la méme forme de Ls-elF4E (comme les variétés mo1®

Mantilia et Floribibb par exemple). Ce croisement nous permettrait de dénombrer tous les
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genes impliqués et de verifier leur caractere dominant ou récessif. A terme ce type d’approche
nous permettrait de cartographier et de cloner ces génes.

En paralléle, on pourrait d’ores et déja essayer d’identifier le facteur du LMV-E qui permet de
se multiplier et d’exprimer des symptomes sur Floribibb en effectuant une série de clones
doublement recombinants. Ces clones comporterait la région du LMV-E codant pour la Cl, la
6K2 et la VPg et échangeraient d’autres parties du génome de maniére a pouvoir

cartographier ces autres déterminants viraux.

6. Role du complexe formé entre le facteur elF4E et les
facteurs viraux identifiés dans le cycle viral.

Le role dans le cycle viral de ces interactions entre le facteur elFAE, la région CI-6K2 et la
VPg est encore a déterminer. Plusieurs hypothéses peuvent tout de méme étre avancées. La
premigére est un role dans la traduction de I’ARN viral notamment parce que elF4E est un des
facteurs clés de I’initiation de la traduction (Gallie, 2002). La VVPg jouerait le r6le de la coiffe
des ARNm et participerait au recrutement d’eIF4E par I’ARN viral, premiere étape pour le
recrutement des autres facteurs nécessaires a la traduction. Dans ce contexte, la Cl qui
possede une activité hélicase (Lain et al., 1990), un domaine de fixation a I’ARN (Fernandez
et al., 1995) et un domaine ATPase (Lain et al., 1991) pourrait jouer un réle dans la traduction
de ’ARN viral. Le site d’interaction supposée entre la Cl et elF4E est dans la partie C-
terminale qui ne possede aucune de ces activités enzymatique : on peut donc supposer que ce
domaine a un réle structurel dans le complexe formé et que les domaines catalytiques sont
positionneés vis-a-vis de I’ARN viral.

Cependant plusieurs données vont a I’encontre de cette hypothése. Tout d’abord, 1’existence
chez le TEV d’une initiation de la traduction indépendante de la coiffe (Gallie, 2001). Ce
mécanisme dépendant du facteur de traduction elF4G utilise une structure secondaire de la
région 5’ non traduite de I’ARN viral, un IRES (Internal Ribosome Entry Site) qui permet le
recrutement du ribosome pour initier la traduction. Ensuite, les études d’interaction entre la
VPg du TuMV et le facteur elF(is0)4E d’A. thaliana ont démontré que le site d’interaction
¢tait différent du site d’interaction avec la coiffe et qu’il y avait une inhibition non
compétitive entre la VPg et un analogue de la coiffe (Leonard et al., 2000). Chez la laitue, une
étude prédictive de la structure tridimensionnelle d’eIF4E a montré que les mutations

conférant la résistance au LMV étaient situées non pas sur le site de fixation avec la coiffe des
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ARNmM mais dans des structures adjacentes dont la modification de la conformation
n’entrainerait pas de modification de la poche d’interaction avec la coiffe (Nicaise et al.,
2003a). Ceci semble aussi étre le cas pour le géne pvr2 du poivron ou les mutations
entraineraient les mémes modifications structurales que pour Ls-elF4E (Ruffel et al., 2002).
Ces éléments combinés indiqueraient que 1’interaction de la VPg des potyvirus avec eIF4E ne
serait pas clairement reliée a un role de séquestration d’e[F4E de la part de la VPg ou du
moins que la VPg de ces potyvirus peut interagir et séquestrer le facteur elFAE sans pour
autant empécher le facteur eIF4E d’interagir avec la coiffe des ARNm.

Un autre réle possible de ces interactions serait dans le cadre de la réplication du LMV : la Cl,
la 6K2 et la VPg sont toutes les trois des protéines virales impliquées dans la réplication. La
protéine Cl de par ses diverses fonctions notamment son activité hélicase, permettrait de
dérouler les structures secondaires d’ARN double brin apparaissant lors de la réplication. La
protéine transmembranaire 6K2 jouerait un r6le dans la localisation du complexe de
réplication dans les membranes du réticulum endoplasmique, la ou se déroule la réplication
des potyvirus (Restrepo-Hartwig & Carrington, 1992, Restrepo-Hartwig & Carrington, 1994,
Schaad et al., 1997a). La protéine VPg, liée de maniére covalente a I’ARN viral, selon un
modele exposé par Merits en 1998 et selon les données sur la réplication des picornavirus,
pourrait interagir dans cette position avec d’autres composants nécessaires a la réplication
comme la réplicase et participer notamment a I’amorgage nécessaire a la synthése des brins
négatifs et positifs (Agol et al., 1999, Andino et al., 1999, Merits et al., 1998).

L’étude récente sur ’interaction entre la VPg du TuMV d’une part, et eIF4E et la PABP d’A.
thaliana d’autre part, montre que ces interactions ont lieu dans la fraction membranaire
correspondant au réticulum endoplasmique et que la VPg interagit avec ces facteurs
cellulaires sous la forme de deux précurseurs, VPg-NlaPro mais aussi 6K2-VPg-NlaPro. Ceci
va partiellement dans le sens de notre modéle qui nécessite une interaction physique entre Cl-
6K2 et VPg. L’interaction de ce complexe VPg-elF4E avec la PABP entraine une
circularisation de I’ARN qui est nécessaire a la traduction (Gallie, 2002) et les études chez les
picornavirus montrent qu’une circularisation de I’ARN viral est nécessaire a leur réplication
(Herold & Andino, 2001, Thornton et al., 1981). On peut poser comme hypothése que dans
notre modeéle, les interactions entre Ls-elF4E, CI-6K2 et VVPg participent a la circularisation
de I’ARN viral pour permettre a la fois la traduction du génome viral et sa réplication. Dans
ce contexte, eIF4E n’aurait pas un role direct dans la réplication, mais pourrait participer a un
mécanisme de régulation de la transition entre la traduction précoce de I’ARN viral et sa

réplication.
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Ces interactions peuvent potentiellement étre impliquées dans deux autres aspects du cycle
viral. Le facteur elF4E est connu pour étre aussi localisé dans le noyau ou il pourrait jouer un
role dans la traduction nucléaire ou dans I’exportation des ARNm vers le cytoplasme
(Strudwick & Borden, 2002). La VPg et son précurseur Nla sont connues pour s’accumuler
dans le noyau (Hajimorad et al., 1996). On pourrait formuler comme hypothése que ce
complexe de protéines Cl-(6K2)-VPg-elFAE est importé dans le noyau, soit pour y jouer un
role dans la traduction nucléaire, soit dans la régulation de génes cellulaires au profit de la
multiplication virale (soit I’inhibition de génes de défense, soit la stimulation de genes
nécessaires a la multiplication). Cependant cette hypothése est contredite par le fait qu’a ce
jour ni ’ARN viral, ni la CI, ni la 6K2 des potyvirus n’aient été détectées dans le noyau de
cellules infectées. Une derniére hypothese énoncée pour la premiere fois en 2002 (Lellis et al.,
2002) et qui ressurgit avec le clonage chez le pois du géene sbml de résistance au PSbMV
(Gao et al., 2004), est que le facteur elF4E participe au mouvement du virus de cellule a
cellule. On pense actuellement que I’infection virale se propage de cellule a cellule sous
forme de particules qui ne contiennent comme protéines que la VPg et la CP. De plus la CI
semble impliquée dans la translocation a travers le plasmodesme puisqu’elle a été détectée
chez divers potyvirus a proximité de ces organes de communication intercellulaire (voir
Revers et al., 1999 pour revue). Enfin des études ont montré que le facteur elF(iso)4E pouvait
interagir avec les microtubules formant le cytosquelette, microtubules impliquées dans le
trafic des protéines a travers la cellule et le plasmodesme (Bokros et al., 1995). Bien que le
réle de la 6K2 (potentiellement impliquée dans les interactions avec Ls-elF4E) reste
indéterminé, tous ces éléments laissent penser que les interactions entre Ls-elF4E et les
facteurs viraux CI-6K2 et VVPg peuvent avoir un role dans le mouvement de cellule a cellule
du LMV.

7. Vers l'identification d’autres facteurs impliqués dans la
compatibilité du LMV et les variétés de laitue résistantes.

Aprés avoir validé notre mod¢le d’interaction entre Ls-elF4E, CI-6K2 et VPg, un des moyens
pour étayer les hypothéses précédentes serait d’identifier les autres facteurs viraux et
cellulaires impliqués dans cette interaction. Ces informations pourront venir d’autres études
de génétique inverse menées dans d’autres pathosystémes faisant intervenir d’autres potyvirus

ou des espéces virales proches qui permettront éventuellement d’identifier d’autres facteurs
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viraux impliqués dans la restauration de la compatibilité entre ces virus et des genes de
résistances. C’est déja le cas par exemple chez le pois ou les génes viraux de la P3 et de la
6K1 permettent de contourner la résistance récessive shm2 (Johansen et al., 2001), ou encore
pour le systeme plus éloigné Melon/MNSV (Melon necrotic spot virus, Carmovirus) dont le
déterminant viral correspondant au domaine C-terminal de la CP et a la région 3’ non codante
permet de restaurer la résistance conférée par le gene récessif nsv réecemment identifié comme
étant le géne elF4E (Diaz et al., 2004, Orjeda et al., 2004).

La caractérisation de la plupart des génes de résistance récessifs connus sera aussi une source
intéressante d’indications. Le clonage de génes de résistance au RYMV (Sobemovirus) et au
CMV (Cucumovirus) a d’ailleurs récemment permis d’identifier le géne eIF4G comme source
de résistance récessive potentielle (Albar et al., 2003, Boisnard et al., 2004, Yoshii et al.,
2004). Mais la source la plus importante d’informations a ce sujet semble étre 1’identification
de facteurs cellulaires et viraux par le biais d’études d’interactions physiques. Le criblage de
banques d’ADNc de plantes par la technique du double hybride dans la levure a permis
d’identifier eIF4E et elF(is0)4E comme étant les interacteurs de la VPg chez les potyvirus.
Cette technique ne permet de mettre en évidence que les interactions les plus fortes et les
interactions faisant intervenir deux protéines ou domaines protéiques. C’est peut étre pour
cela que les interactions entre la VPg ou la Cl du LMV avec Ls-eIF4E n’ont pu étre
facilement démontrées.

De nos jours, il existe d’autres techniques d’investigation qui permettent de purifier et d’isoler
des complexes protéiques formés a partir d’interactions faibles, notamment la technique dite
du TAP-tag (Rohila et al., 2004). Cette technique, dont la mise au point est en route au sein de
notre équipe, consiste a exprimer une protéine fusionnée a deux ligands trés spécifiques dans
une cellule (infectée ou non), de faire une double purification par chromatographie des
complexes formés avec la protéine in planta et d’identifier chaque protéine de ce complexe
par micro-séquencage ou par analyse au spectrometre de masse. Cette technique puissante
mais délicate a déja permis par exemple d’identifier, chez la levure, les différents interacteurs
d’un complexe cycline-CDK (cyclin-dependant kinase) impliqué dans le cycle cellulaire
(Honey et al., 2001).

A terme, la combinaison de toutes ces approches, que ce soient la génétique fonctionnelle des
potyvirus, les approches permettant la caractérisation des facteurs de I’hote (génétique
classique, approche par genes candidats, mutagenése) ou les études de recherche extensive
d’interacteurs avec les facteurs connus, permettra d’obtenir une plus grande connaissance du

cycle viral et de la topographie complexe des interactions entre les facteurs viraux et
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cellulaires impliqués. On peut prédire que les mécanismes les plus centraux seront aussi les
plus rapidement élucidés. Ces informations pourront guider la recherche plus appliquée et
faciliter les stratégies deja utilisées comme la sélection variétale assistée par marqueurs

moléculaires ou encore permettre d’optimiser les mesures prophylactiques.
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1 Matéeriel biologique

1.1 Les isolats de LMV utilisés

Plusieurs isolats de Lettuce mosaic virus (LMV) différant par leur origine géographique et
leurs caractéristiques biologiques, ont été utilisés lors de ce travail (Tableau 4). Les isolats
LMV-0, LMV-E, LMV-1, LMV-9 et LMV-13 ont été fournis par H. Lot (Station de
Pathologie VVégétale, INRA, Montfavet). L'isolat LMV-Dg, isolé sur la composée ornementale
Osteospermum, a été fourni par T. Wetzel (Revers et al., 1997a) et les isolats LMV-AF198,
LMV-AF199 ont été isolés sur laitue au Brésil par M. A. Pavan Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, Brésil’; (Krause-Sakate et al., 2001). L’isolat A435 a été fourni par J.
Thomas (Australie). Les isolats suivants ont été collectés par les chercheurs du laboratoire :
Tn2, Tn4 en Tunisie en 1999 sur laitue, CI2 sur laitue au Chili et Cordoue sur laitue en

Espagne.

1.2 Les plantes

1.2.1 Matériel végétal

Toutes les plantes utilisées lors de ce travail ont été cultivées en serre a une température
d’environ 25 °C et avec 16 heures d’éclairement par jour.

Tous les isolats de LMV ont d’abord été multipliés sur le cultivar de laitue Trocadéro (aucun
géene de résistance connu). Les souches LMV-0 et LMV-E, ainsi que les virus recombinants
ou mutants construits a partir de ces deux souches, ont €té inoculés par la suite a d’autres
cultivars de salade tels que Mantilia et Floribibb (portant le géne de résistance mo1?), Salinas
88 (portant le géne de résistance mo12) ou Salinas (cultivar quasi-isogénique de Salinas 88 ne

portant aucun gene de résistance connu).
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1.2.2 Inoculation mécanique du virus

L’inoculum est obtenu par broyage de feuilles infectées dans un mortier en présence de
Na,HPO, 25 mM, DIECA 2 % (p/v 1/3) additionné de Carborundum (400 mg/g de feuille).
Les feuilles des jeunes plants sont alors frottées avec I'inoculum et aussit6t rincees avec de
I’eau. Le matériel infecté, récolté 12 a 30 jours aprés inoculation, peut étre conservé pendant

plusieurs mois a 4 °C apres lyophilisation ou utilisé frais.

1.2.3 Inoculation biolistique d’acides nucléiques

Le protocole de préparation du matériel a bombarder a été fourni par Bio-Rad. Aux 5 mg de
billes d’or d’un micromeétre de diamétre sont ajoutés 100 ul de spermidine (0.05 M) et apres
avoir mélangé pendant 30 secondes au vortex, le plasmide est ajouté a raison de 100 ng par
cartouche en présence de 100 pl de CaCl, 1 M. Dix minutes a température ambiante sont
nécessaires a la précipitation de I’ADN sur les billes d’or. Le mélange est ensuite lavé trois
fois dans 1 ml d’éthanol absolu puis repris dans 600 pl de PVP/éthanol 0.05 mg/ml. Il est
alors placé dans un tube en plastique (Bio-Rad) et séché sous un flux d’azote. L’inoculation
biolistique est réalisée avec le pistolet a particules Bio-Rad "Helios Gene Gun", a une

pression d’hélium de 180 psi.

1.3 Les bactéries

1.3.1 Souches bactériennes

La bactérie Gram (-) Escherichia coli a été utilisée comme organisme de clonage lors de ce
travail. Les souches employées, XL1-blue (Stratagene) et Top10F' (Invitrogen), présentent les

génotypes et caractéristiques suivants :

XL1-blue: F' ::Tn10proA *B*lacl9A(lacz)M15/recAl endAL gyrA96 (Nal')thi hsdR17 (")
supE44relAl lac.
Cette souche porte une délétion dans la partie o du géne codant pour la p-galactosidase,

permettant I'a-complémentation avec les plasmides de type pUC. Ces plasmides contiennent
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en effet le domaine codant pour la partie o de la B-galactosidase dans lequel est situé le
multisite de clonage (MSC). L’insertion d’'un ADN au niveau de ce MCS entraine
I’inactivation de ce peptide. Ainsi en présence d’un substrat chromogeéne de la -
galactosidase, le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside (X-Gal), les colonies
bactériennes apparaissent bleues si leur B-galactosidase est active et blanches si cette enzyme
n’est pas fonctionnelle. Ce systéme de sélection blanc/bleu permet une identification visuelle

des bactéries contenant un plasmide recombinant.

ToplOF' : F (Iaclq Tetr), mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80lacZdM15, AlacX74, deoR,
recAl, araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL, endAl, nupG.
Cette souche est utilisée pour les clonages avec le plasmide pZero -2 et permet aussi

l'utilisation de I'a-complémentation avec les plasmides adéquats.

Les bactéries, recombinantes ou non, sont conservées a —70 °C apres ajout de 15 % p/v de

glycérol dans une culture a saturation.

1.3.2 Milieux de culture

Les bactéries E. coli sont cultivées a 37 °C sur un milieu complet LB (milieu de
Luria-Bertani, BRL) liquide sous agitation, ou solide (addition de 1.5 % d’agar
bactériologique, BRL). Un litre de ce milieu contient 10 g de bacto-tryptone, 5 g d’extrait de
levure, 10 g de chlorure de sodium. Aprés autoclavage a 120 °C pendant 20 minutes, le milieu
est supplémenté en ampicilline (50 pg/ml) ou kanamycine (50 pg/ml) selon le gene de
résistance porté par le plasmide a sélectionner. Pour sélectionner les bactéries hébergeant un
plasmide pZero -2 le milieu solide doit également contenir 1 mM d’IPTG comme inducteur

du promoteur lac.

1.3.3 Transformation d’E. coli par électroporation

La transformation est réalisée selon la méthode d’électroporation (Dower et al., 1988,
Neumann et al., 1982) qui consiste a introduire des macromolécules dans des cellules

compétentes en créant des pores membranaires transitoires a I’aide d’un champ électrique.

84



Matériels et Méthodes

Les bactéries compétentes sont obtenues par lavages successifs de cellules en fin de phase
exponentielle de croissance (DOs50=0.6) dans du glycérol 10 % froid et stérile (Zabarovsky &
Winberg, 1990). Elles sont utilisées & une concentration de 5.10° cellules/ml. Un champ
¢lectrique de 1800V/cm est appliqué durant 9 millisecondes (résistance 200€2, capacité de 25
uF) a l’aide d’un électroporateur Gene Pulser®ll (Bio-Rad). Aprés une incubation de 1 h & 37
°C dans du milieu SOC (bacto-tryptone 2 % p/v, extrait de levure 0.5 % p/v, NaCl 10 mM,
KCI 2.5mM, MgSO4 10 mM, MgCl, 10 mM, glucose 20 mM), les bactéries sont étalées sur

du LB solide contenant I’antibiotique de sélection. Les boites sont incubées une nuit a 37 °C.

1.4 Vecteurs de clonage

Les vecteurs de clonages ont principalement été utilisés en tant que vecteurs intermédiaires,

pour le clonage de séquences ADNc du LMV (Figure 30).

Le plasmide pBS+ (Bluescribe M13+, Stratagene), utilisé principalement en tant que vecteur
intermédiaire, pour le clonage de séquences ADNc du LMV (Revers et al., 1997b), dérive du
plasmide pUC19(Yanisch-Perron et al., 1985). Il posséde entre autres, de son parent pUC, le
systeme de sélection blanc/bleu des plasmides recombinants par o-complémentation et le
géne de la B-lactamase conférant la résistance a l'ampicilline. Le multisite de clonage est
flanqué des promoteurs des ARN polymérases des bactériophages T3 et T7, permettant la
transcription in vitro de chacun des brins des fragments d’/ADN clonés.

Le plasmide pBGS-SK+ construit par C. Robaglia (INRA, Versailles), a aussi été utilisé pour
le clonage de séquences partielles de LMV. Il s'agit du vecteur pBGS18 (Spratt et al., 1986)
dont le multisite de clonage a été remplacé par celui du plasmide pBluescript KS +/-
(Stratagene). Il posséde le gene de résistance a la kanamycine et la partie o du géne de la B-

galactosidase permettant I'a-complémentation.

Le plasmide pJKKmf(-), dérivé du vecteur pGEM3Zf(-) (Kirschman & Cramer, 1988) a été
utilisé comme vecteur intermédiaire pour le clonage des virus recombinants entre LMV-0 et
LMV-E. Il posséde un multisite de clonage derive du vecteur pUC-19 (Vieira & Messing,
1987), flanqueé des promoteurs de transcription T7 et SP6. Il porte également le géne de

résistance a la kanamycine et la partie o du gene de la B-galactosidase.
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Le plasmide pZero -2 est inclus dans le kit de clonage Zero background /Kan cloning
(Invitrogen). Il a été utilisé pour le clonage de fragments d’ADN obtenus par PCR dans la
souche d'E. coli, TOP10F'. Il contient le géne de résistance a la kanamycine et le géne ccdB,
Iétal pour E. coli, fusionné avec la partie C-terminale du géne LacZa. L'expression de ce gene
sous contrdle du promoteur lac est induite par I''lPTG et entraine la mort des bactéries. Le
multisite de clonage étant situé dans le géne LacZa, la présence d'un insert ne permet plus
I'expression du géene ccdB. Ce systéeme sélectionne donc en présence de kanamycine et d'IPTG

uniquement les bactéries contenant un plasmide recombinant.

Le plasmide pGEM®-T Easy (Promega) a été utilisé pour le clonage de produits de PCR issus
d'une amplification par la Tag ADN polymérase ou la DyNAzyme "EXT DNA Polymérase
(Finnzymes). Ce plasmide permet le clonage de fragments portant une adénine 3' sortante a
leurs extrémités. 1l posséde le gene de résistance a I'ampicilline et la partie o du géne de la -

galactosidase permettant la sélection blanc/bleu des plasmides recombinants.

Le plasmide pBS70T, construit au laboratoire par O. Le Gall et T. Candresse, a été utilisé
pour I'obtention du clone complet de LMV-0. Il posséde le gene résistance a I'ampicilline, le
promoteur 35S du CaMV dont les séquences « enhancer » ont été dupliquées, nommé P70S,
et le terminateur du gene de la nopaline synthétase d'Agrobacterium, NOS. Le multisite de
clonage, identique a la portion EcoRI-Pstl de la cassette de clonage de pBS+, est situé entre
P70S et NOS.

2 Techniques de manipulation des acides nucléiques

Au cours de ce travail, la plupart des techniques classiques de biologie moléculaire ont été
utilisées suivant les protocoles décrits (Sambrook et al., 1989) et par les fiches techniques des

fournisseurs des réactifs employes.

2.1 Déprotéinisation des acides nucléiques
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Les solutions d'acides nucléiques sont traitées par un volume égal d'un mélange de phénol
saturé en Tris-HCI 50 mM pH 8, chloroforme et alcool isoamylique (25/24/1, viviv). Aprés
homogénéisation et centrifugation (18000g pendant 5 min a 4 °C), la phase aqueuse est traitée
par un mélange de chloroforme et d'alcool isoamylique (24/1, v/v). Apres une nouvelle

homogénéisation et centrifugation, la phase aqueuse obtenue est dépourvue de protéines.

2.2 Précipitation des acides nucléiques

Les acides nucléiques en solution sont précipités par addition de 1/10éme de volume d'acétate
de sodium 3 M pH 5,2 et de 2,5 volumes d'éthanol & 95 % ou 0,6 volumes d'isopropanol. Le
mélange est centrifugé durant 15 min a 18000 g et a 4 °C. Le culot d'acides nucléiques est
rincé par de I'éthanol a 70 % et séché.

Lorsque les acides nucléiques sont en faible quantité (moins de 1 pg), des ARNt (10 ug)
peuvent étre ajoutés comme entraineurs de précipitation. Il faut toutefois réserver ce procédé a
la précipitation d'acides nucléiques qui ne sont pas destinés a subir des modifications

enzymatiques par des enzymes qui ont aussi comme substrat les ARNL.

2.3 Purification d'acides nucléiques

2.3.1 Purification d’ADN plasmidique d'E. coli

Les plasmides sont extraits par la méthode de la lyse alcaline (Sambrook et al., 1989) a partir
d'une culture bactérienne en phase stationnaire. En routine, le plasmide ainsi purifié est
analysé par électrophorese, aprées digestion par des enzymes de restriction.

Pour le séquencage ou la transcription in vitro, les plasmides sont extraits grace a l'utilisation
du kit WIZARD® Plus SV DNA Purification System (Promega). Cette méthode, plus rapide,
est basée sur la chromatographie sur colonnes de silice et permet un meilleur rendement.

2.3.2 Purification de fragments d'ADN aprés électrophorése en gel
d'agarose
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Si l'on désire récupérer les bandes d’ADN sur un gel apres migration, on utilise des gels
d'agarose 1 % (p/v) a bas point de fusion dans le tampon TAE (40 mM Tris, 40 mM acétate,
1 mM EDTA). La purification s’effectue  l'aide du kit GENECLEAN® Turbo (Q-BlOgene) :
Apres électrophorese, la bande désirée est découpée et placée a 50 °C dans une solution saline
(GENECLEAN® Turbo Salt Solution) qui entraine la dissolution de l'agarose et favorise
I’adsorption de I’ADN sur la silice contenue dans les colonnes de purification fournies dans le
kit. L’ADN fix¢é sur la silice des colonnes est ensuite briévement lavé avec la solution de
lavage du kit (GENECLEAN® Turbo Wash Concentrate) et élué¢ avec un faible volume d’eau
(10 a 30ul selon I’intensité de la bande).

2.3.3 Purification de produits obtenus par PCR

Afin de faciliter le clonage des produits obtenus par PCR, les dimeres d'amorces et les
fragments contaminants de moins de 300pb ont été éliminés grace a l'utilisation du
GENECLEAN® Turbo (Q-BlOgene). Le procédé utilisé est le méme que celui pour purifier
I’ADN sur gel d’agarose, les petits fragments d’ADN de moins de 300pb étant €lués lors de la
phase de lavage. Les produits de PCR de taille inférieure a 300pb mais supérieure a 100pb

sont purifiés en utilisant une solution de lavage plus diluée (selon les indications du kit).

2.4 Modifications enzymatiques

Les acides nucléiques sont substrats de nombreuses réactions enzymatiques permettant leur
manipulation in vitro. En régle générale, les enzymes sont éliminées aprés leur action par
déprotéinisation (paragraphe 2.1.) et les acides nucléiques sont précipités par I'éthanol
(paragraphe 2.2.).

2.4.1 Les enzymes de restriction

Les enzymes de restriction reconnaissent spécifiquement une courte sequence d'ADN
bicaténaire (le plus souvent un palindrome de 4 ou 6 nucléotides) et coupent la molécule a ce
niveau. Elles sont utilisées pour caractériser une molécule d'ADN et lors des clonages pour

préparer le plasmide et le fragment d'ADN a insérer. Le temps d'incubation et la quantité
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d'enzyme a utiliser dépendent de la quantité d'’ADN a digérer. En général, 1 pg d'ADN
plasmidique est coupé par 5 unités d'enzyme apres 1 heure d'incubation a la température

préconisée.

2.4.2 L'ADN ligase du bactériophage T4

Cette enzyme catalyse la liaison covalente entre deux molécules d’ADN. Elle est capable de
lier entre elles des extrémites franches ou cohésives. Elle utilise 'ATP comme cofacteur. La
réaction est realisée dans un volume de 20 pl en une nuit a 14 °C en présence d'une unité
d'enzyme pour 50 a 200 ng de vecteur dans le tampon recommandé par le fournisseur (BRL),
qui contient de I'ATP et du PEG.

Pour les clonages dans le vecteur pZero-™2, la ligation est réalisée dans un volume de 10 pl
apres incubation 30 min a 16 °C en présence de 2 unités d'enzyme, suivant les
recommandations du fournisseur (Invitrogen). Dans le vecteur pPGEM®-T Easy, la ligation
s’opere a température ambiante pendant une heure en présence de 3 unités de I’enzyme

fournie dans le Kkit.

2.4.3 Les polymérases

Les ADN polymérases ADN dépendantes

Les ADN polymérases ADN dépendantes synthétisent des molécules d'’ADN a partir de
matrices d'ADN.

Pour lI'amplification d'acides nucléiques par PCR, trois polymérases thermostables ont été
utilisées. La Taq ADN polymérase (Q-BIOgene) isolée de Thermus aquaticus a servi a
I'amplification de I'ADNCc issu de la reverse transcription lors des réactions de RT-PCR
(paragraphe 3.2). La Pfu ADN polymeérase (Stratagene) isolée de Pyrococcus furiosus posséde
une activité exonucléasique correctrice 3'—>5' qui rend la polymérisation plus fiable. La
DyNAzyme™EXT DNA Polymérase (Finnzymes) est un mélange de DyNazyme 11 isolée et
purifiée a partir d'une souche E. coli qui contient un plasmide avec le géne de la DyNAzyme
DNA polymérase de Thermus brockianus auquel a été rajoutée une séquence codant pour un
peptide possedant une activité exonucléasique 5'—»3' et d'une enzyme portant une activité de

relecture 3'>5' ce qui permet le clonage direct dans pGEM®-T Easy. Ces deux dernieres
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polymeérases tres fiables ont été utilisées pour amplifier des séquences destinées a étre clonées

puis séquencees.

Les reverse transcriptases

Un mélange de reverse transcriptases a été utilisé préalablement aux réactions de PCR sur des
extraits de plantes infectées, le mélange Reverse-iT™ de ABgene. Il s'agit d'un mélange de
reverse transcriptases extraites du virus de la myeéloblastose aviaire et du virus leucémique
murin de Moloney combinant les propriétés de chacune de ces enzymes et optimisé en terme

de sensibilité et de stabilité.

2.4.4 Les nucléases

La RNase A (Sigma) est une ribonucléase isolée de pancréas bovin et a été utilisé pour
dégrader les ARN d'origine bactérienne présents dans les préparations d'ADN plasmidique
(paragraphe 2.3.1.)

2.4.5 La phosphatase alcaline

La phosphatase alcaline extraite de I’intestin de veau (BRL) catalyse l'hydrolyse des
groupements phosphate situés a I'extrémité 5' d'acides nucléiques. Elle est essentiellement
utilisée pour la préparation de vecteurs de clonage, ou la déphosphorylation empéche la
recircularisation du vecteur sur lui-méme lors de I'étape de ligation.

La déphosphorylation est réalisée a la suite de la linéarisation du vecteur (I'enzyme ayant été
préalablement inactivée par chauffage a 70 °C pendant 10 min) par ajout dans le milieu
réactionnel de Tris-HCI 50 mM, EDTA 0.1 mM (pH 8.5) et de 1 unité de phosphatase. Apres
incubation (10 min a 37 °C pour des extrémités cohésives ; 1 h a 37 °C pour des extrémités

franches) I'enzyme et une étape de déprotéinisation, I'ADN est précipité par I'éthanol.

2.5 Séquencage enzymatique

Les séquencages de plasmide ont surtout éte réalisés par Genome Express (Meylan) a l'aide
d'un séquenceur automatique 377 AB/100.
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2.6 Séparation des acides nucléiques par électrophorése en gel
d'agarose

Les acides nucléiques sont des polyanions. Dans un champ électrique, ils migrent donc vers
I'anode. Ils peuvent étre séparés selon leur taille grace a une migration dans une structure
réticulée telle que des gels d'agarose préparés dans un tampon conducteur. Les ADN non
marqués sont visualisés par une coloration par le bromure d'éthidium (BEt ; 0.5 pg/ml),
molécule qui s'intercale dans les acides nucléiques et émet une lumiére visible quand il est
exposé a des rayons UV (254 nm).

Les gels d'agarose utilisés sont horizontaux et leur concentration est généralement comprise
entre 0.7 et 2 % (p/v). L'électrophorese a lieu sous une tension de 50 a 120 V. Les gels d'ADN
dans le tampon TBE (Tris 89 mM, borate 89 mM, EDTA 2 mM) permettent d'analyser la
taille des acides nucléiques. Si I'on désire purifier les acides nucléiques, on utilise des gels
d'agarose dans le tampon TAE (Tris 40 mM, acétate 40 mM, EDTA 1 mM). Avant la charge,
les échantillons sont dans tous les cas additionnés de 1/5 de leur volume de tampon de charge
6x (EDTA 60 mM, SDS 0.6 % pl/v, glycérol 30 % p/v, bleu de bromophénol 0.1 % p/v, xyléne
cyanol 0.1 % p/v).

2.7 Techniques d'amplification de séquence par PCR

Pour la réalisation de certains clonages, I'ADN d'intérét a été amplifié par PCR (Saiki et al.,
1988), notamment pour introduire des sites de restriction (via les amorces) permettant la
ligation de l'insert dans le vecteur choisi.

Les séquences sont amplifiées avec la Pfu ADN polymérase, a partir d'ADN plasmidique
linéarisé (paragraphes 2.2. et 2.4.1.). Les réactions d'amplification sont réalisées dans un
volume réactionnel de 100 pl contenant : Tris-HCI pH 8.8 20 mM, KCI 10 mM, (NH,4),SO,4
10 mM, MgSO4 2mM, 1 % de triton X-100, 100 pg/ml de BSA, 250 puM de chaque
nucléotide, 0.5 uM de chaque amorce, 4 unités de Pfu ADN polymérase et de quelques
nanogrammes d'ADN plasmidique linéarisé.

Les techniques d'amplification destinées a détecter et caractériser un virus dans une plante

infectée sont décrites au paragraphe 3.2.
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2.8 Mutagenese dirigée par fusion-PCR

Cette technique a été utilisée afin d'obtenir des mutants ponctuels dans la CI. Une premiere
PCR avec des oligonucléotides portant la mutation a introduire permet d'obtenir les deux
fragments a fusionner qui ont une région terminale commune de 20 nucléotides centrées
autour de la mutation a introduire (Figure 31). La seconde PCR est réalisée en présence des
deux fragments obtenus précédemment a une concentration assez élevée (au moins 10 ng/pl)
et des deux amorces externes. La fusion-PCR se fait dans le mélange réactionnel d'une PCR
normale mais il est parfois nécessaire de réaliser 10 cycles avec une température d'hybridation
basse (40 °C) avant de poursuivre avec 30 cycles avec une température d'hybridation

classique (55 °C) afin de favoriser I'appariement des deux fragments.

2.9 Mutagenese aléatoire par PCR

La stratégie de mutagénese aléatoire exploite le manque de fidélit¢ de la Tag ADN
polymérase utilisée en PCR classique. En présence de cations Mn2+, I’enzyme génére alors
un plus grand nombre d’erreurs au cours de la réaction de PCR (Fromant et al., 1995, Lin-
Goerke et al., 1997).

Les réactions de polymérisation se font dans un tampon réactionnel contenant 50 mM de KClI,
1,5 mM de MgCl2, 10 mM de Tris-HCI pH 9, 0,1 mM de MnCl2, 0,2 mM de dNTP, 1 uM de
chaque amorce, 0,1 unité par pl de milieu réactionnel de Taqg DNA polymérase et de 1 ng/pl

de milieu réactionnel de matrice ADN.

3 Techniques d'analyse des plantes infectées

3.1 Détection des protéines par ELISA

La méthode d'Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (Clark & Adams, 1977) a surtout été
utilisée pour révéler la présence de LMV dans les feuilles de plantes infectées par les
constructions de LMV recombinants et quantifier I’accumulation de particules virales dans les

variétés résistantes.
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Les anticorps utilises ont été preparés et purifiés au laboratoire de Pathologie Végétale de
Montfavet par Hervé Lot et Sylvie Souche (INRA, France). Il s'agit d'anticorps polyclonaux
diriges contre le LMV-0. La composition des tampons utilisés lors d'un test ELISA est donnée
dans le Tableau 5.

Les plaques de microtitration sont sensibilisées par incubation pendant 3 heures a 37 °C, les
puits contenant 200 pl de tampon de coating dans lequel les anticorps ont été dilués a une
concentration de 0.5 pg/ml. La plaque est ensuite lavée trois fois avec une solution de
PBS-Tween puis 200 ul de chaque échantillon sont déposés dans les puits et incubés une nuit
a 4 °C. Les échantillons sont constitués de jus de feuilles de plantes saines ou infectées
broyées dans trois fois leur volume de PBS-Tween-PVP (PVP2sk (21 % p/v)).

Apreés trois lavages au PBS-Tween, 200 pl de conjugué anticorps/phosphatase alcaline dilué
au 1/2000°™ dans du PBS-Tween supplémenté en ovalbumine (0.2 % p/v) sont déposés dans
chaque puits. La plaque est a nouveau incubée pendant 3 heures a 37 °C. Enfin, apres trois
nouveaux lavages au PBS-Tween, le substrat de révélation (paranitrophénylphosphate, Sigma)
est dilué dans le tampon substrat a une concentration de 1 mg/ml et déposé dans les puits. En
présence de phosphatase alcaline, ce substrat donne un produit coloré jaune (paranitrophénol)
dont l'apparition est mesurée a une longueur d'onde de 405 nm a l'aide d'un lecteur

automatique (modele PR 2100, Sanofi Diagnostics Pasteur).

3.2 Préparation des échantillons végétaux et détection par RT/PCR

3.2.1 Immunocapture

L'immunocapture permet de piéger directement a l'aide d'anticorps spécifiques le virus présent
dans une plante infectée avant d'amplifier des segments de son génome par RT-PCR (Wetzel
et al., 1992). L'immunocapture est réalisée de la fagon suivante :

- adsorption des 1gG anti-virus (100 pl d'lgG a 2 pg/ml dans un tampon NaHCO, 2,93 g/l,
Na,CO, 1,59 g/l, pH 9,6) dans des microtubes pendant 3 heures a 37 °C suivi d'un lavage dans
du tampon PBS-Tween (NaCl 8 g/l, KH,PO, 0,2 ¢/l, Na,HPO, 12 H,0 2,9 g/l, KCI 0,2 g/l,
Tween 20 0,5 g/l). Les tubes ainsi préparés peuvent étre stockés plusieurs mois a —20 °C ou

utilisés immédiatement.
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- addition de 100 pl d'extrait de plante infectée obtenu par broyage de feuilles infectées
(p/v = 1/5) dans un tampon PBS-Tween additionné de PVP K25 2 % p/v, DIECA 20 mM,
MgCl, 0,1 % suivi d'une centrifugation (10 min a 12000g). Les tubes sont incubes 3 heures a

37 °C ou toute la nuit & 4 °C puis lavés une fois avec du tampon PBS-Tween.
Les tubes peuvent étre stockés des mois a -80 °C ou utilisés immediatement pour une
RT/PCR.

3.2.2 Purification des acides nucléiques totaux sur silice

Le génome du LMV étant constitué d'une molécule d'ARN, une étape de transcription inverse
est nécessaire avant toute amplification et est réalisée sur un extrait d'/ARN de plantes
infectées obtenu selon la méthode suivante : les feuilles de plantes infectées sont broyées dans
un mortier en présence de 5 volumes de PBS-Tween (Tableau 5), PVP K25 2 % plv,
DIECA 20 mM et 200 pl de ce broyat clarifié est additionné de 20 pl de SDS 10 % puis
incubé pendant 15 min a 55 °C. Apres avoir laissé le mélange pendant 5 min dans la glace en
présence de 100 pl de KO/CH3COOH 3 M/5 M (acétate de potassium 3M / acide
acétique 5 M), il est centrifugé 5 min a 13000 rpm. Le surnageant est supplémenté de 700 pl
de Nal 6 M et de 5 pl de silice (Sigma) et laissé 10 min a température ambiante. Le culot de
silice est alors lavé deux fois par 500 ul de solution de lavage (Tris-HCI 20 mM pH 7.5,
EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, éthanol 50 %) puis séché. Il est ensuite remis en suspension
dans 400 pl d'eau et incubé pendant 5 min a 55 °C. La transcription inverse est réalisée sur
une fraction aliquote (5 — 10 pl) du surnageant récupéré apres centrifugation du precédent

mélange.

3.2.3 RT-PCR

Pour des amplifications courtes (moins de 1.5 kb), un protocole simplifié a été développé
permettant de réaliser dans un seul tube, la transcription inverse et la PCR, avec un seul
milieu réactionnel contenant le melange de reverse transcriptases Reverse-iT™ (ABgene) et
la Tag ADN polymérase de Q-BIOgene (Tableau 6). Dans le cas ou le fragment amplifie est
destiné & étre cloné ou séquencé, la DyNAzyme ™EXT DNA Polymérase (Finnzymes) est

utilisée.
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Protéasome 2
partie centrale

Unité régulatrice
19S ou 11S

Protéasome 26S :
partie centrale 20S
+

unité régulatrice

Figure 1 : Représentation de la structure du protéasome 26S.
Le protéasome est composé d’une partie centrale de 20S et d’une unité régulatrice de 19S ou 11S (en

bleu).
La partie centrale est formée de 4 anneaux : 2 anneaux centraux composes de 7 sous-unités B (en
rouge) et 2 anneaux externes composés de 7 sous-unités A (en orange).
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LRR N-terminal : modulation du signal
d’activation

Interaction avec la
cascade de signaux
en aval

LRR C-terminal : interaction avec
les activateurs situés en amont

AV N e

—— s

LRR*™LRR LRR LRR

Figure 2 : Structure des protéines de type NBS-LRR (d’aprés Belkhadir et al., 2004).
Cette représentation schématique montre les fonctions allouées aux différents domaines des protéines
NBS-LRR.

En jaune est représenté le domaine N-terminal qui peut étre de type CC (Coiled-coil) ou de type TIR
(Drosophila Toll/Human Interleukin-1 receptor). Les formes en jaune représentent les interacteurs
cellulaires impliqués en aval de la cascade de signaux provoquée par I’activation de la protéine NBS-
LRR.

En bleu est représenté le domaine NBS (Nucleotide Binding Site) qui hydrolyse I’ATP (ou le GTP)
lors de I’activation de la protéine NBS-LRR. L’ ATP est représenté par un carré bleu.

En rouge est représenté le domaine LRR (Leucine-Rich Repeat) qui peut étre subdivisé en deux
parties, N-terminale et C-terminale. La partie N-terminale du domaine LRR peut interagir avec des
facteurs qui stimulent I’activation de la protéine NBS-LRR (ces facteurs sont représentés par les
formes grises). La partie C-terminale du domaine LRR interagirait avec les facteurs modifiés par la
présence du pathogene et du facteur d’avirulence.
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Figure 3 : L’hypothése dite “de garde” (Dangl & Jones, 2001).

a, Un complexe protéique (bleu) qui inclut la protéine « gardée » (rouge) et la protéine NBS-LRR
(grise) est la cible d’une protéine codée par un pathogene (orange). b, L’interaction de la protéine
pathogene et le complexe protéine cellulaire provoque la dissociation, I’activation de la protéine
NBS-LRR et la mise en place de la résistance. ¢, Hypothése alternative : la protéine NBS-LRR sous
sa forme inactivée ne fait pas partie du complexe cellulaire et la présence et la fixation de la protéine
pathogéne permet a la protéine NBS-LRR d’interagir avec le complexe. d, La fixation de la protéine
NBS-LRR avec le complexe protéine lié & la protéine pathogéne entraine son activation et le
déclenchement de la résistance.
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Figure 4 : Prise de vue par microscopie électronique.

A. Potato virus Y (PVY). La barre représente 100 nm.

B. Infection de Nicotiana clevelandii par le Turnip mosaic virus (TuMV) provoquant dans le
cytoplasme des structures en roue a aube, en feuillets et en agrégats stratifiés.
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oK1 6K2

VPg @— P1 | HcPro| P3 Cl

Nla

vpg pro | NIb | CP [~ POIYIA]

Figure 5 : Organisation génomique des potyvirus.

La polyprotéine est représentée par un rectangle, les régions non codantes par des traits, la VPg par

le rond noir.

Protéines

Propriétés biologiques et biochimiques

P1 (32 4 64 kDa)

Protéase a sérine de type trypsine
Auto-clivage en C-terminal
Symptomatologie

HcPro (56 a 58 kDa)

Transmission par pucerons
Interagit avec lui-méme
Mouvement systémique
Suppression de la RNAI
Synergisme et symptomatologie
Protéase a cystéine de type papaine
Auto-clivage en C-terminal

P3 (37 kDa) Pathogénicité

6K1 ?
ATPase, Hélicase

CI (70 kDa ’

( ) Mouvement de cellule a cellule

6K2 Ancrage du complexe de réplication dans la membrane
Localisation nucléaire
VPg impliquée dans la réplication

Nla (49 kDa) J IMPIGLEe € piication
Protéase a cystéine de type trypsine (cis- et trans-)
Interaction avec facteurs de traduction

NIb (58 kDa) ARN polymérase dépendante de I'ARN (réplicase)

CP (28 & 40 kDa)

Transmission par pucerons
Mouvement de cellule a cellule
Mouvement systémique
Encapsidation

Figure 6 : Propriétés biologiques et biochimiques des protéines

des potyvirus.
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Nla
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CI(Hel) cp
P3

VPg
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Figure 7 : Représentation schématique du génome et de la
maturation de la polyprotéine des potyvirus. D’apres
(Riechmann et al., 1992).

Ce schéma représente une chronologie probable de cette maturation méme si aucune donnée in vivo
ne vient préciser ’ordre exact de ces éveénements. Les premieres réactions protéolytiques sont auto-
catalytiques et ont probablement lieu de maniére co-traductionnelle. Ces premiéres étapes produisent
a la fois des precurseurs et des produits matures comme la Nla (ces produits matures sont
reconnaissables sur le schéma grace a leur nom indiqués en dessous). Ces étapes précoces de la
maturation sont suivies par d’autres clivages en —trans et en —cis. Au cours de cette maturation, de
nombreuses formes de précurseurs, comme le précurseur Nla-Nlb, peuvent coexister avec des
protéines sous leur forme mature. Abréviations : Hel, hélicase, Pro, protéase.
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A.

eIF46

AAA
PABP
eIFAE %%
Coiffe
B

eIF46
AAA
PABP
eIF4E
VPg

Figure 8 : Role de la VPg dans I’initiation de la traduction de I’ARN viral.

A. Dans la cellule végétale, I’ARNm dispose d’une coiffe en 5’ qui participe au recrutement des
facteurs d’initiation de la traduction en interagissant avec le facteur elF4E (rouge). Le facteur elF4E
fait partie d’un complexe protéique qui entraine la circularisation de I’ARNm puis le recrutement du
ribosome.

B. Dans la cellule infectée, I’ARN viral dispose d’une VPg a la place de la coiffe. La VPg pourrait
jouer le méme role que la coiffe et participer au recrutement d’eIF4E puis des autres facteurs de
traduction pour initier la traduction de I’ARN viral.
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Figure 9: Dendrogramme montrant les distances génétiques
entre les isolats LMV connus.

Ce dendrogramme est basé sur le séquencage de la jonction entre la séquence codante de la Nlb et de
la CP. La barre représente une distance de 0,025 substitution par site. La branche phylogénétique
colorée en rouge correspond au groupe LMV-Most et la branche colorée en bleu correspond au
groupe LMV commun.
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Transmission

Annexe

variétés sensibles de molt! de mo12 par la graine
Variétés utilisées Trocadéro Floribibb Salinas 88
Salinas Mantilia Vanguard 75 Trocadéro
LMV-0 mosaique RIT RIT
mosaique
LMV-E déformante, S S
nécroses
LMV-AF199 mosaique sévere S S

Tableau 1: Caractéristiques biologiques des isolats LMV-0,

LMV-E et LMV-AF199.

R : Résistance : le virus ne se multiplie pas
T : Tolérance : le virus se multiplie mais aucun symptome n’apparait
S : Sensibilité : le virus se multiplie et des symptémes apparaissent.
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Figure 10 : Vue de la structure tridimensionnelle prédite de Ls-
elFAE (d’aprés Nicaise et al., 2003).

La prédiction est basée sur I’homologie du Ls-elF4E® avec le Mm-elF4E (souris).

L’analogue de la coiffe et un peptide dérivé d’elF4G (représentés en jaune) sont positionnés en
fonction des données de leur co-cristallisation avec le Mm-elF4E. La structure du Ls-elF4E® est
colorée en vert alors que les mutations conduisant aux Ls-elF4E' et Ls-elFAE®> (nommées
respectivement XY et XY) sont colorées en rouge.
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Aatl BstEIl Xbal  Spel
5NTR— P1 [}HC-Pro| P3 Cl VVPa-NIgd Nib CPI=3'NTR
Région impliquée dans la sévérité Région impliquée dans le contournement
des symptomes sur cultivar sensible de la résistance mol

Figure 11 : Représentation schématique des résultats obtenus
lors de I'analyse des déterminants de la pathogénicité du LMV
par la construction de virus recombinants (Redondo et al.,
2001).

Les sites de restriction et leur site de coupure qui délimitent les régions impliquées dans la sévérité
des symptémes et dans le contournement de la résistance mol sont placés au dessus de la séquence
du LMV.
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Eco47lll ¢ Spel
A Pstl Ndel: Xhol: Xhol iXmnl Sacl
LMV-0— I I [ I I —
Xbal Styl Aflll Spel
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B. Spel Spel
Xbal | Aflll Styl Spel Pstl Sacl |Tthll1ll|Eco47lll| Xhol | Ndel | Xmnl
LMV-0 [112, 812, 704, 7207 1067, 8175, 6033 5494 5496, 2677, 185
5855 4571, 2362 4650, pBS70T™® 6566 4579, 2657,
6766 3033 pBS70T* 5113, 5417
4777, 8774, 7299
6163, 8863 8384
8129 9133
9058
LMV-E |112, 812, 704, 5924, 1067, 6019, 6033 691,5494 | 5496 2677, 5604
5855 2983, 2362, 7207 4650, 9092 5113, 6936
4571, 2836, 5871, 8774, 7299
6766 2860, pBS70T*? 8863 8384
4663 9133
4777
4783
6163
7409
8129
9058
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Fig
ure
12 :
Site
S
de
rest
ricti
on
utili

sés pour la construction des différents clones recombinants du

LMV.

A. Représentation schématique du génome du LMV-0 et du LMV-E et emplacement des sites de

restriction utilisés pour les étapes de sous-clonage et de recombinaison.

B. Liste exhaustive des enzymes de restrictions utilisées et de leurs positions sur le génome du LMV-
0 et du LMV-E. En gras, positions des sites de recombinaison. En italique, positions des sites de
sous-clonage. pBS70T®?, sites de restriction positionnés dans le multi-site de clonage du pBS70T,
directement en aval de I’ADNc du LMV.
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Excision du fragment Pstl-Sacl du pLMV-0
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—] | | 1 I | 1 pLMV-OxbaflE

Annexe

Figure 13 : Principes de la stratégie de construction en 3 étapes
de clonage utilisée pour I'obtention du pLMV-OxbaflE, du pLMV-
OxbastyE et du pLMV-EstaflO.

Le schéma présenté ici illustre précisément la stratégie de construction du pLMV-0xbaflE. Pour le
pLMV-0OxbastyE et le pLMV-Estafl0, les étapes de clonage restent les mémes mais les sites de
restrictions différent. (Kan®, Amp®, vecteurs de clonage portant un géne de résistance a la
kanamycine ou a I’ampicilline respectivement).
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Annexe

Figure 14 : Principes de la stratégie de construction en 4 étapes

de clonage du pLMV-0OstaflE.

(KanR, AmpR, vecteurs de clonage portant un gene de résistance a la kanamycine ou a 1’ampicilline

respectivement).
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OxbaflE OxbastyE OstaflE Estafl0
sone codante ClI (C-ter), 6K2, VPg Cl (C-ter), 6K2 VPg VPg
échangée (5855 - 6766) (5855 - 6163) (6163 - 6766) (6163 - 6766)

pLMV d'origine pLMV-0 pLMV-0 pLMV-0 pLMV-E
Sites de sous- Pstl (4650) - Sacl Pstl (4650) - Sacl Ndel (5113) - Xmnl Spel (5924) - Spel (7207
clonage utilisés (8175) (8175) (7299) pel (5924) - Spel (7207)
Vecteur de sous- pBGS-SK+ (Kan®) pBGS-SK+ (Kan®) pBS+ (AmpF) pBGS-SK+ (Kan®)
clonage utilisé
Site(s) d'insertion
dans le vecteur de Pstl - Sacl Pstl - Sacl Smal Spel
sous-clonage
Origine de la région pLMV-E pLMV-Estafl0 pLMV-E pLMV-0
recombinante
Sites d'échange Xbal - Aflll Xbal - Aflll Sty -Aflll Styl -Aflll

utilisés

Sites de sous-
clonage n°2

EcoRI (pBS+) - Spel

Vecteur de sous-
clonage n°2

pBGS-SK+ (Kan®)

Sites d'excision

Xhol (5496) - Spel™"

(7207)

Xhol (5496) - Xhol
(6566)

Eco47Ill (5494) - Spel
(7207)

Spel (5924) - Spel (7207)

pLMV "receveur"

pLMV-0

pLMV-0

pLMV-0

pLMV-E

Tableau 2 : Tableau compilant les détails des plasmides et des
sites de restriction utilisés lors de la construction des virus

recombinants entre LMV-0 et LMV-E.

(Kan®, Amp", vecteurs de clonage portant un geéne de résistance a la kanamycine ou a 1’ampicilline

respectivement).
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Figure 15 : Symptomes des clones recombinants et mutants du
LMV sur la variété sensible Trocadéro.

Symptomes observés en systémie a 15 jpi sur plants de Trocadéro infectés par le LMV-0 (A) ou le
LMV-E (B) et par les différents virus recombinants : LMV-0xbaflE (D), LMV-0OstaflE (E), LMV-
Estafl0 (F), LMV-OxbastyE (G). Et par les mutants LMV-0-A1927V (H) et LMV-S1946T ().
Témoin non infecté (C). Les (+) ou les (-) représentent respectivement la présence ou 1’absence de
symptdmes provoqués par ces virus.
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Trocadéro | Salinas | Mantilia | Floribibb | Salinas88
LMV-0 <7 <7 - - -
LMV-E <7 <7 7 9 15
LMV-OstaflE <7 <7 12-14 - -
LMV-0xbaflE <7 <7 12-14 - 20
LMV-OxbastyE <7 <7 12-14 - 14-15
LMV-EstaflO <7 <7 12 15 12-14
LMV-0-A1927V <7 <7 - - -
LMV-0-S1946T <7 <7 18-19 - 14-15

Tableau 3 : Délai d’apparition des premiers symptémes du LMV-
0, du LMV-E, des constructions recombinantes et mutantes sur
différentes variétés de laitue.

Trocadéro et Salinas (sensibles), Mantilia et Floribibb (mo1?), Salinas 88 (mo1?). Les
délais sont exprimés en jours apreés inoculation (jpi).
(-) : pas de symptdme détectable a 30 jpi.
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Figure 16 : Symptomes des clones recombinants et mutants du
LMV sur la variété sensible Salinas.

Symptdmes observés en systémie a 20 jpi sur plants de Salinas (variété exprimant Ls-elF4EP)
infectés par le LMV-0 (A) ou le LMV-E (B), par les différents virus recombinants : LMV-0xbaflE
(C), LMV-0staflE (D), LMV-Estafl0 (E), LMV-0xbastyE (F) et par les mutants LMV-0-A1927V (G)
et LMV-0-S1946T (H). Les (+) ou les (-) représentent respectivement la présence ou ’absence de
symptdmes provoqueés par ces Vvirus.
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Figure 17 : Symptomes des clones recombinants et mutants du
LMV sur la variété résistante Mantilia.

Symptémes observés en systémie & 20 jpi sur plants de Mantilia (variété exprimant Ls-elF4E")
infectés par le LMV-0 (A) ou le LMV-E (B), par les différents virus recombinants : LMV-0xbaflE
(C), LMV-0staflE (D), LMV-Estafl0 (E), LMV-0xbastyE (F) et par les mutants LMV-0-A1927V (G)
et LMV-0-S1946T (H). Les fleches blanches montrent les symptémes du LMV quand ils ne sont pas
évidents sur la photographie. Les (+) ou les (-) représentent respectivement la présence ou I’absence
de symptbmes provoqueés par ces Vvirus.
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Figure 18 : Symptomes des clones recombinants et mutants du
LMV sur la variété résistante Floribibb.

Symptdmes observés en systémie & 20 jpi sur plants de Floribibb (variété exprimant Ls-elF4E")
infectés par le LMV-0 (A) ou le LMV-E (B), par les différents virus recombinants : LMV-0xbaflE
(C), LMV-0staflE (D), LMV-Estafl0 (E), LMV-0xbastyE (F) et par les mutants LMV-0-A1927V (G)
et LMV-0-S1946T (H). Les fleches blanches montrent les symptémes du LMV quand ils ne sont pas
évidents sur la photographie. Les (+) ou les (-) représentent respectivement la présence ou I’absence
de symptdmes provoqués par ces Vvirus.
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Figure 19 : Symptomes des clones recombinants et mutants du
LMV sur la variété résistante Salinas 88.

Symptdmes observés en systémie a 20 jpi sur plants de Salinas 88 (variété exprimant Ls-elF4E?)
infectés par le LMV-0 (A) ou le LMV-E (B), par les différents virus recombinants : LMV-0xbaflE
(C), LMV-0staflE (D), LMV-Estafl0 (E), LMV-0xbastyE (F) et par les mutants LMV-0-A1927V (G)
et LMV-0-S1946T (H). Les fleches blanches montrent les symptémes du LMV quand ils ne sont pas
évidents sur la photographie. Les (+) ou les (-) représentent respectivement la présence ou 1’absence
de symptdmes provoqués par ces Vvirus.
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Symptdmes
mo1* mo1?
Mantilia Floribibb Salinas 88
3'UTR 6K1 6K2 5'UTR
—{ P T —Fcpro T —p311 Cl [[VPaPro__Nb__ ] CPp }— pLMV-E + -I- +
— | | 11 11 | | | — pLMV-0 - — —
—] I I I T—1 I I }— pLMv-OxbaflE + + +
—] I I I T T T T 1— pLMV-OstaflE -|- + —
— I I 11 I I ] J— pLMV-OxbastyE <+ + -+
— I I I1 I I I I J— pLMv-Estaflo + + +
— | | Ll | | | | }— pLMV-Exbaflo En cours de construction
— [ [ I1 [T [ [ — pLMV-Exbasty0 En cours de construction
Xbal Styl  Aflll
5855 6163 6766
250
O Salinas (sensible)
B Mantilia (mo11)
OFloribibb (mo11)
OSalinas 88 (mo12)

200

| X L

1

100 T \ -

50 +— —

12 3|4 5 7|8 9 11412 13 56 17811920 21 22423 24

0

LMV-0 LMV-OxbastyE LMV-OxbaflE LMV-OstaflE LMV-E LMV-Estafl0

Figure 20 : Représentation schématique du génome et dosage de I’accumulation en systémie des clones
recombinants.

A. Représentation schématique du génome des virus recombinants construits a partir du LMV-0 et du
LMV-E pour déterminer la région qui confére au LMV-E sa capacité a contourner la résistance conférée
par mol. Les sites de restriction utilisés ainsi que leur position sur le génome sont indiqués en dessous. La
présence ou I’absence de symptomes en systémie sur les variétés Mantilia, Floribibb (mo11) et Salinas 88
(mo12) est symbolisée respectivement par un (+) ou un (-).

B. Accumulation virale a 30 jpi, des virus parentaux LMV-0 et LMV-E et des virus recombinants LMV-
OxbastyE, LMV-0xbaflE, LMV-0OstaflE et LMV-Estafl0 sur les variétés Salinas (Ls-elF4E®), Mantilia et
Floribibb (Ls-elF4E") et Salinas 88 (Ls-elF4E?). Les résultats sont exprimés en pourcentage de la valeur
moyenne mesurée pour LMV-0 sur Salinas. Chaque valeur représente la moyenne obtenue pour 2 mesures
par plante et 3 plantes par construction soit 6 mesures au total.
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Figure 21: Alignement des séquences protéiques de divers
isolats LMV correspondant a la région CI-6K2.

La premiére ligne est la séquence nucléotidique du LMV-0, les autres lignes sont les séquences
protéiques prédites correspondantes, seul les acides aminés qui différent avec la séquence du LMV-0
sont indiqués.

Les isolats écrits en vert ne se multiplient pas sur les variétés mo1' ou mo1?, les isolats en bleu ne se
multiplzient que sur les variétés mo1*, les isolats en rouge se multiplient & la fois sur les variétés mo1*
et mol”.
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La ligne du haut indique la position des nucléotides sur le génome du LMYV alors que la ligne du bas
celle des acides aminés sur la polyprotéine du LMV ainsi que la protéine a laquelle ces acides aminés

appartiennent.
Les deux positions candidates pour la mutagénese dirigee sont surlignées en jaune.
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Figure 22 : Dendrogramme montrant les distances génétiques
entre les isolats LMV connus.
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Ce dendrogramme est basé sur le séquencage de la jonction entre la séquence codante de la NIb et de
la CP. La barre représente une distance de 0,1 substitution par site. Les fleches noires pointent sur les
isolats utilisés. La branche phylogénétique colorée en rouge correspond au groupe LMV-Most.
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250
O Salinas (sensible)
B Mantilia (mo11)
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Figure 23 : Dosage de 'accumulation de la capside des mutants en systémie.
Accumulation virale a 30 jpi, du virus LMV-0 et des mutants LMV-0-A1927V et LMV-0-S1946T

sur les variétés Salinas (Ls-elF4EQ), Mantilia et Floribibb (Ls-elF4E1) et Salinas 88 (Ls-elF4E2).
Les résultats sont exprimés en pourcentage de la valeur moyenne mesurée pour LMV-0 sur Salinas.
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CI 6K2 VPg NIa-Pro

LMv-0 /7ARGGTAGGC/ /Gmmcamcmc%w ACATAAGTCTCGTCCAAGATGCCTTTREYAAG/ /GGAGCCAAGACARACAACATAGCAGGATATGTC/ /

amos /s 4 Gy EsETREL/EISID s w Voo aFs[x//elax T NN T A GV
Dg L A Y72RE 1 R Ay - - F - //
V-9 // - 0 /Ly o 7 = - - - - 72 R F -/
V-1 // - i /)y v =t - el - /-8 - - - - - - E o //
IMV-E // - M /) oy . 7 = - - - - el - v7- 2 - - - - - . F -/
ch2 /) - /L L r - el - 77 = - - - - . . . 7
AF199 // - - /) 0 0L 72 B R el -7z - - - - - . F -/
wv-13// - /L L 72 ¥ I el - 77 = - - - . . .. -7
T™a /) /L Y720 Y I el - 77 = - - - - . -7

Figure 24: Représentation simplifiée de [I'alignement des
sequences protéiques de divers isolats LMV correspondant a la
région VPg.

Seul les séquences de 4 portions de la VPg (hachurées sur le génome du LMV) sont représentées ici.
Le détail de cet alignement est disponible dans 1’Annexe L.

La premiere ligne est la séquence nucléotidique du LMV-0, les autres lignes sont les séquences
protéiques prédites correspondantes, seul les acides aminés qui different avec la séquence du LMV-0
sont indiqués.

Les isolats écrits en noir ne se multiplient pas sur les variétés mol* ou mo1?, les isolats en rouge ne
se multiplient que sur les variétés mo1’, les isolats en bleu se multiplient & la fois sur les variétés
mo1' et mo1?.

Les rectangles gris positionnent les 6 différences en acides aminés entre le LMV-0 et le LMV-E. Les
deux positions candidates pour la mutagenése dirigée, les positions 2111 et 2121, sont encadrées en
rouge.
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CI |6K2 VPa NIa-Pro

— PP
l PCR Mutagene (+ Manganese)

1: . Banque de
. " fragments
e l mutants
l Clonage dans
le LMV-0-AVPq
CI |[6K2 VPg délétée NIa-Pro :

Banque de mutants du LMV-0

lSélec‘rion sur laitue résistante

Séquengage et analyse des mutants
présentant un gain d'infectivité
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Figure 25 : Stratégie de mutagénése aléatoire par PCR chez le
LMV.

Les deux fléches noires horizontales représentent les amorces utilisées pour la PCR mutagene. Les
pointillés rouges représentent les sites de mutation générés par l'infidélit¢é de la Taq DNA
polymérase.
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Figure 26 : Stratégie de construction par PCR-Fusion d’un clone
délété au niveau de la VPg.

Les fleches noires représentent les amorces utilisées pour les trois étapes de la PCR-Fusion. La
portion quadrillée représente une séquence non virale contenant le site de « digestion-suicide ».

Xbal ~ Styl Ncol Sgral Afll

— cl 6Kz AuPg [|Nia®ro. LMV 0AVPg
Notl
Xmal Ncol SgrAl Aflll

L

e | - A6K2 VPg | NIa-ErE LMV 0ABK2

- —— t

Apal

Figure 27 . Représentation schéematique d’une partie des deux
clones deélétés obtenus.
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Les délétions conduisant au LMV-0AVPg et au LMV-0A6K2 font ~400 pb toutes les deux.
Notl et Apal sont respectivement les sites de digestion-suicide utilisables pour le LMV-0AVPg et le
LMV-0A6K2.
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1927 1946 2018 2111 2121
B 1 o
: L Ll ! ! Aucun
o X | XX !

OstaflE ] | p———— ) 10
X X

i i I )f I : X mo]l
X X : X )
x x| o | ! Ly et mol

OxbastyE mens———)

Figure 28 : Diversité naturelle du LMV et contournement de la résistance mol.

Cette figure représente les séquences de la région codant pour le domaine C-terminal de la ClI, la
6K2 et la VVPg des divers isolats du LMV et ce en fonction de leur capacité & contourner les
résistances conférées par les alléles mol1' et mo12. Les zones grises représentent les séquences du
LMV qui ne sont pas significativement différentes de celles des isolats incapables de contourner la
résistance mol. Les étoiles représentent les différences de séquence avec celles des isolats non-
contournants les plus significatives. Les carrés colorés correspondent a la portion de séquence du
LMV-E dans le virus recombinant LMV-0staflE (bleu) et dans le virus LMV-0xbastyE (rouge).

Les isolats naturels du LMV contournant seulement la résistance mo1* portent des mutations plutot
positionnées dans la VPg ce qui correspond a ce qui a été obtenu expérimentalement avec le virus
LMV-OstaflE qui ne contourne lui aussi que la résistance mol’. Les isolats naturels du LMV
contournant les deux types de résistance mol portent des mutations réparties dans la Cl, la 6K2 et la
VPg alors que le virus recombinant ayant les mémes propriétés n’en portent que dans le domaine C-
terminal de la CI.
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Figure 29: Proposition de modeéle d’interaction entre les 3
formes de Ls-elF4E et les déterminants viraux identifiés.

Ls-elF4E®, Ls-elFAE" et Ls-elF4E? sont respectivement représentés par les rectangles vert clair,
jaunes et roses.
La nature des acides aminés 70, 108-110 et 186 est indiquée en bas de chaque rectangle.

Les facteurs viraux identifiés correspondant au domaine CI-6K2 et la VVPg sont représentés par des
rectangles de méme nom. Leur couleur verte ou bleu foncé qu’ils sont codés respectivement par le
LMV-0 ou le LMV-E.

La nature des acides aminés viraux impliqués est indiquée en haut de chaque rectangle ou par un
point d’interrogation quand elle n’est pas connue.

Les pointillés noirs entre le domaine CI-6K2 et la VPg symbolisent I’interaction physique nécessaire
entre ces facteurs.

Les pointillés bleu foncé symbolisent ’interaction entre 1’acide aminé 1946 et Ls-elF4E?.
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La compatibilit¢ entre deux facteurs est interprétée dans ce modele par un gain d’interaction et
signalée par le symbole « OK ». Le gain (ou la perte) de taille d’un facteur représente respectivement
I’augmentation (ou la diminution) de sa capacité a interagir avec I’autre facteur correspondant.

Dans ce modéle une seule interaction (symbole « OK ») entre Ls-elF4E et le complexe viral suffit
pour restaurer la compatibilité entre le LMV et la laitue.
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Comportement | Transmissibilité
Nom | Provenance Type Source Accession
par la graine
0 France + Commun Revers et al., 1997 X97704
1 France ? Revers et al., 1997 278225
13 France + MOST Revers et al., 1997 278223
9 France ? Revers et al., 1997 278226
A435 Australie ? Krause-Sakate et al., 2002 AF368954
AF198 Brésil + Commun Krause-Sakate et al., 2002 AJ278855
AF199 Brésil + MOST Krause-Sakate et al., 2002 AJ278854
Dg Danemark € Commun Krause-Sakate et al., 2002 AF368956
E Espagne ? Revers et al., 1997 X97705
T2 Tunisie ? yecombinant | Krause-Sakate et al, 2002, AF368963
Tn4 Tunisie ? MOST Krause-Sakate et al., 2002 AF368965
Cl2 Chili ? Pré-MOST IPV, non publié -
Cordoue Espagne ? ? IPV, non publié -
TnHam1 Tunisie ? ? IPV, non publié -

Tableau 4 : Propriétés biologiqgues et provenance des isolats de
LMV utilisés. Comportement sur laitues.

Capable de contourner le géne de résistance ("'+"), incapable de contourner ("-").

Transmissibilité par la graine : non transmissible ("-"), transmissible ("+"), faiblement transmissible

("e").
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Figure 30 : Représentation schématique des plasmides pBS+,
pBGS-SK+, pJKKmf(-), pZero™-2, pGEM-T Easy et du pBS70T.

Génes de résistance aux antibiotiques : Amp" : ampicilline, Kan® : kanamycine

f1 ori : origine de réplication du bactériophage f1

ColEL1 : origine de réplication ColE1l

lacZe : région codant pour le fragment o de la B-galactosidase.

Promoteurs de transcription des RNA polymérases :
T7 : du bactériophage T7, SP6 : du bactériophage SP6

T3 : du bactériophage T3
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Plac : promoteur inductible permettant I’expression de la fusion lacZa-ccdB

ccdB : géne létal ccdB
70S : promoteur de transcription 35S du CaMV dont la partie enhancer a été dupliquée.

NOS : terminateur de la transcription de la nopaline synthase.
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amorce 1 _’ ‘_A. amorce 1’
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Figure 31 : Représentation schématique du principe de la PCR-
Fusion.

Les rectangles gris représentent la sequence a muter et les rectangles quadrillés les séquences extra-

virales introduites apres la premiere PCR.
Les amorces sont représentées par des fleches noires dont les extrémités hachurées signalent une

séquence extra-virale portant des sites de restriction qui permettent de faciliter le clonage.
Le losange schématise la mutation introduite.
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Tampon de coating

Na,COs 15 mM
NaHCO; 30 mM

Tampon PBS-Tween

NaCl 136.9 mM
KH,PO, 1.47 mM
KCI 2.68 mM
Na,HPO, 8.1 mM
Tween 20 0.05 % v/v

Tampon substrat (pH 9.8)

Diéthanolamine 9.7 % viv
PH ajusté avec HCI

Annexe

Tableau 5 : Composition des tampons utilisés pour la réalisation

d'un test ELISA.
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RT-PCR

(& partir d'ARN viral ou de virus piégé par immunocapture)

Triton X-100
Tris-HCI pH8.8
KCI

MgC|2

Chaque dNTP
Chague amorce
RTase Reverse-iT™
Taqg Q-BIOgen
Volume total

0.3%
10 mM
50 mM
1.5 mM
250 uM
1uM
0.5 unité
1 unité
50 pl

Transcription inverse

-15 min a 42 °C puis 2 min a 95 °C

Amplification

-dénaturation de I'ADN a 92-95 °C

-hybridation des amorces sur leur séquence cible

-élongation a 72 °C

Les trois étapes sont répétées 35 a 40 fois

Tableau 6 : Milieu réactionnel des RT/PCR réalisées avec Taq
ADN polymérase de Q-BlOgene ou la DyNAzymeTMEXT DNA
Polymérase (Finnzymes) a partir d'ARN ou de virus piégé par

immunocapture.
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