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Introduction

INTRODUCTION GENERALE

|. Laplante face a son environnement

Les plantes sont soumises en permanence a des agressions de I’ environnement et ont
su évoluer pour pouvoir réagir trés rapidement au moindre changement du milieu extérieur.
L’ activation ou I’inhibition spécifigue de génes en réponse a un changement de luminosité,
par exemple, peut se faire en quelques minutes (Hansen et al., 2001). Parmi les autres stimuli
déclenchant une réponse rapide et directe, on peut citer le taux d’humidité (sécheresse,
inondation), la chaleur, la salinité (Scandalios, 1990). Outre ces facteurs environnementaux,
I’ attaque par des pathogenes est également un défi important pour la survie de |a plante dans
son milieu. La encore, les réponses permettant aux végétaux de se prémunir contre ces
infections sont nombreuses et variées.

Parmi |es pathogenes qui infectent les plantes, les virus sont nombreux et représentent
donc un intérét majeur ne serait ce que d’'un point de vue économique. En effet, chague
année, les pertes occasionnées par les virus sur les récoltes se chiffrent en millions d’ euros.
Hormis cet aspect économique, la compréhension des mécanismes mis en cauvre par le virus
pour infecter la plante et I é&ude de la réponse de la plante face a cette agression représentent
un enjeu important au niveau fondamental. Dans cette optique, I’ un des atouts principaux des
virus réside dans la petite taille de leur génome comparée a celle d' organismes procaryotes ou
eucaryotes. En effet, les quel ques kilobases des génomes viraux sont tres faciles a manipuler
et permettent d’ obtenir rapidement des mutants dans le géne étudié.

Les mécanismes développés par la plante pour se protéger des virus sont variés. On
peut citer entre autres, les réactions d’hypersensibilité conduisant a une résistance acquise

8
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locale (LAR) et systémique (SAR) (Lam et al., 2001). Ce type de résistance est bas¢ sur des
interactions geéne pour geéne et implique la reconnaissance du produit d’un gene d’avirulence
du pathogene par le produit d’un géne de résistance de la plante (Van der Biezen and Jones,
1998). En ce qui nous concerne, nous nous focaliserons essentiellement sur un autre type de
réponse, qui fait I’objet de cette these et qui est basé sur la résistance médiée par le RNA. Ce
mode de résistance, identifié trés récemment et qui intéresse plus particuliérement les virus a
RNA simple brin de polarité positive (les plus nombreux), est basé sur la reconnaissance
d’intermédiaires de réplication RNA double brin (db). Ce RNA double brin est la molécule-
clé qui sera reconnue par la plante et qui va alors initier les réactions conduisant a la
dégradation de toutes les molécules de RNA partageant une homologie de séquence
suffisamment importante avec ce RNA db. Les découvertes qui ont conduit a 1’identification
de ce nouveau mécanisme de défense de la plante, connu sous le nom de PTGS (Post
Transcriptional Gene Silencing), remontent a quelques dizaines d’années et se sont accélérées
de fagcon exponentielle au cours des derniéres années. Ainsi, en 1929, Mc Kinney décrit pour
la premiére fois une protection croisée entre virus dans des plantes doublement inoculées. De
facon plus précise, il observe en fait que des plants de tabacs infectés par une souche modérée
sont prémunis contre une surinfection par une souche plus sévére. Suite a ce travail, les
chercheurs ont beaucoup ¢tudié les phénomenes de protection croisée ou au contraire de
synergie entre virus, et ce n’est que récemment, que le mécanisme moléculaire sous-jacent a
pu étre en partie ¢lucidé.

Ainsi, Dougherty et al. (1994) montrérent que des plantes transgéniques exprimant une
forme non traductible de la protéine de capside du TEV pouvaient "récupérer” de ’infection
par ce virus, un phénomeéne connu sous le nom de "recovery" (récupération). En effet, on voit

apparaitre dans des plantes infectées par le TBRV ou le CaMV, des feuilles apicales ne
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présentant plus de symptomes ce qui traduit donc un mécanisme de blocage de la progression
du virus, c'est a dire de 1'infection systémique (Covey et al., 1997; Ratcliff et al., 1997 ).
Avant de présenter les modeles utilisés au laboratoire pour la mise en ceuvre de ce
travail, nous allons détailler dans cette introduction les différentes découvertes qui ont
conduit aux connaissances actuelles sur ’extinction de génes puis nous verrons plus

spécifiquement de quelle mani¢re PTGS et virus sont liés.

Il. L’ extinction de genes!: un mécanisme conserveé a travers!’évolution

Suite a la découverte de la transformation des plantes a 1’aide d’Agrobacterium
tumefaciens, on a assisté a une vague de transgénese dans les années 80. En effet, I'utilisation
du plasmide Ti d’Agrobacterium comme vecteur de transfert dans la cellule (Zambryski et
al., 1980), permet d’introduire dans le génome de la plante des genes conférant a celles-ci un
intérét du point de vue agronomique. Néanmoins, le taux de transformants lors d’une
expérience de transgénese n’est jamais de 100 %. De plus, parmi les plantes ayant intégré le
geéne étranger, une certaine proportion d’individus n’expriment pas le produit de ce géne.
Jusqu’a récemment, cela restera considéré comme un artefact de la transgénese et personne
ne s’intéressera au phénomene. Il a fallu attendre 1990 et un travail publié¢ simultanément par
deux équipes pour que ce phénomene soit décrit sous le nom de co-suppression (Napoli et al.,
1990 ; van der Krol ef al., 1990). Dans ce travail pionnier, le but était de surexprimer dans
des pétunias le géne codant pour la chalcone synthase. Le produit de ce géne est une enzyme
impliquée dans la synthese des pigments flavonoides qui donnent leur couleur aux pétales des
fleurs. En surexprimant ce geéne, les chercheurs espéraient pouvoir obtenir des fleurs
présentant une couleur plus intense que le cultivar sauvage. Néanmoins, une proportion non

négligeable des transformants montra un phénotype trés différent de celui attendu : les fleurs
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présentaient des secteurs blancs de surface plus ou moins étendue d’une plante a I’autre (cf.
figure In-1). En analysant les plantes qui ont un tel phénotype, Napoli et al. (1990)
montrérent que les RNA messagers du transgéne de la chalcone synthase et du gene cellulaire
homologue s’accumulaient en quantités plus faibles dans les secteurs blancs que dans les
secteurs colorés. On parla alors de cosuppression du transgeéne et du geéne cellulaire
homologue.

Suite a ce travail, les chercheurs ont commencé a s’intéresser de plus prés a ce qu’on
appellera rapidement ’extinction de gene homologie dépendante (HDGS : Homology
Dependent Gene Silencing). Des observations similaires seront faites dans des tabacs
transformés avec le géne de la § (1,3) glucanase : les plantes transgéniques hémizygotes
montrent une expression tres élevée du produit de ce géne, alors que les plantes homozygotes
présentent une cosuppression du transgene et du géne cellulaire homologue (de Carvalho et
al., 1992). Rapidement, on s’est rendu compte que ce phénomeéne semblait universel chez les

plantes et deux grands types d’inactivation génique ont ainsi été révélés et étudiés :

- Le premier type d’extinction de genes se produit au niveau transcriptionnel (TGS :
Transcriptional Gene Silencing). Des homologies de séquences dans les régions promotrices
pourraient permettre des interactions DNA-DNA qui dirigeraient alors la méthylation des
cytosines dans ces régions homologues. Ces régions hyper méthylées seront alors reconnue
par des protéines induisant la condensation du DNA sous forme de chromatine ce qui va
entrainer le blocage de la transcription (Vaucheret and Fagard, 2001). L'autre hypothése,
formulée par Mette ef al., serait que la méthylation des régions promotrices pourrait étre
médiée par le RNA. En effet, l'introduction dans la plante de RNA double-brin homologue a
une région promotrice entraine le TGS du gene visé (Mette et al., 2000). Récemment, un géne

(DDM1) indispensable pour la mise en place du TGS a été identifié (Morel et al., 2000) ; il
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code pour une protéine apparentée a SNF2 et SWI2 qui sont des protéines impliquées dans le
remodelage de la chromatine chez la levure (Jeddeloh et al., 1999). Le gene METI, codant
pour la DNA methyltransférase majeure de la cellule est également requis pour le TGS (Jones
et al., 2001 ; Morel et al., 2000).

- Le second type d’inactivation génétique, le PTGS, a lieu au niveau post-
transcriptionnel. Dans ce cas, la transcription du gene ciblé n’est pas affectée, mais la stabilité
du RNA messager correspondant est réduite. Contrairement au TGS qui impliquerait des
homologies de séquence dans la région promotrice, le PTGS nécessite des homologies dans la
partie codante des génes concernés et une méthylation du DNA codant est souvent observée
(Sijen and Kooter, 2000 ; (Vance and Vaucheret, 2001) ; Voinnet, 2001 ; Waterhouse et al.,
2001).

Le mode d’action du PTGS commence a étre ¢lucidé, mais il subsiste encore quelques
zones d’ombre. En effet, on connait a présent les mécanismes biochimiques qui conduisent a
la dégradation séquence spécifique d’un RNA donné, mais on ne connait pas encore la
totalité des geénes impliqués dans la mise en place du PTGS.

L’étude du mécanisme conduisant au PTGS a révélé 3 phases distinctes : I’initiation du
PTGS au niveau cellulaire, la propagation et la maintenance du PTGS dans 1’organisme entier
(Sijen and Kooter, 2000 ; (Vance and Vaucheret, 2001) ; Voinnet, 2001 ; Waterhouse et al.,

2001).

1. Initiation du PTGS
La phase d'initiation du PTGS a I’ échelle cellulaire peut a son tour étre divisée en
trois étapes bien distinctes!: une étape de reconnaissance du RNA "indésirable”, une étape de

dégradation de ce RNA et enfin une étape de ciblage des RNA homologues.

12



Introduction

a. ROle et reconnaissance du RNA "indésirable"

L’ une des caractéristiques majeures du PTGS est sa grande spécificitél: seules les
molécules de RNA partageant une homologie suffisante seront ciblées et dégradées. Il doit
donc exister un facteur ou une macromolécule permettant la reconnaissance d'une séquence
spécifique. Plusieurs théories ont été avancées pour expliquer cette reconnaissance : il a été
proposeé initialement que le nombre élevé de molécules de RNA produites par le transgéne
pourrait activer le systéme lorsqu'un certain seuil de concentration est atteint (Dehio and
Schell, 1994 ; Dougherty and Parks, 1995 ; Lindbo and Dougherty, 1992) ; puis, il fut
proposé que la méthylation du transgene pourrait entrainer la production de molécules de
RNA aberrantes, sans que |’ on sache exactement quelle était la nature de cette aberration (une
des hypothéses étant une terminaison précoce) (English et al., 1996).

Par |a suite, de nouvelles données permettront de montrer que la molécule-clé pour
I'activation du PTGS semble étre un RNA double brin. En effet, le PTGS se met plus
facilement en place dans deux cas!: soit lorsque le taux de transcription du transgéne est élevé
(Elmayan and Vaucheret, 1996), soit lorsgu'une insertion du transgéne en répétition inverse a
lieu (Que and Jorgensen, 1998 ; Stam, 1997 ; Van Blokland et al., 1994). Ces dernieres
observations suggérent laformation d’ un duplex RNA fait directement suite ala transcription
de RNA sens et antisens (Baulcombe, 1996). L'hypothése du rdle du RNAdb sera confirmée
gréce al'obtention de plantes transgéniques avec une construction en répétition inverse. Dans
ces plantes, le PTGS du gene homol ogue a la construction inversement répétée peut atteindre
9519% (Waterhouse et al., 1998 ; Wedley et al., 2001).

Une confirmation du réle du RNAdb vient des travaux récents réalisés chez les
animaux et qui montrent que la micro-injection dans I’ organisme de RNA db obtenu in vitro
conduit a I’ extinction du gene cellulaire homologue chez des organismes aussi variés que le

nématode Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998), la drosophile Drosophila melanogaster
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(Kennerdell and Carthew, 1998 ; Kennerdell and Carthew, 2000), le planaire (Sanchez
Alvarado and Newmark, 1999), I’ hydre (Lohmann et al., 1999), le poisson-zebre (Li et al.,
2000) et méme des embryons de souris pré-implantés (Wianny and Zernicka-Goetz, 2000).
Dans tous ces exemples, ce phénomene a été baptisé RNAI pour "RNA interference”. Depuis
peu, on est également capable d'induire le RNAI dans des cellules humaines en culture et

dans des souris adultes (Elbashir et al., 2001 ; Lewis et a., 2002).

b. Dégradation du RNAdb

Comment est déclenché le systéme de dégradation suite a la perception du RNA db?
Le fait que le RNA messager homologue soit dégradé suppose qu’il doit y avoir intervention
d’ une molécule de RNA antisens pour conférer la spécificité. Or, toutes les tentatives pour
isoler une telle molécule de haut poids moléculaire ont échoué. En 1999, I’ équipe de D.
Baulcombe publie la mise en évidence dans les plantes «!silencées!» de molécules de RNA
antisens d’une taille d’ environ 25 nucléotides (Hamilton and Baulcombe, 1999). Ces petits
RNA antisens se retrouvent dans tous les exemples de PTGS mis en place dans les plantes.
Cependant, on détecte aussi en quantités identiques des molécules de RNA sens d’ environ 25
nucléotides, ce qui suggére gque ces petits RNA résultent de la dégradation d’un RNA db
(Hamilton and Baulcombe, 1999).

Par la suite, le lien entre PTGS et RNAI serarenforcé par la découverte de molécules
de RNA de 25nt dans les organismes animaux qui montrent |e phénoméne de RNAI (Elbashir

et al., 2001a ; Sharp, 1999), suggérant ainsi un mécanisme conserveé d'un réegne a l'autre.

La découverte du phénomene de RNAI chez les animaux a permis de progresser tres
rapidement dans la compréhension du mécanisme biochimique du PTGS. Récemment, la

mise au point d’ un systéme d’ étude du RNAI in vitro, a partir de lysat de cellules Schneider 2
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de drosophile, a permis d’ étudier de fagon rapide et extensive le mécanisme de dégradation
du RNA (Tuschl et al., 1999). Les résultats obtenus gréace a ce systéme d étude in vitro
montrent gu'une molécule de RNAdb de 500 pb introduite dans le lysat de cellules est
dégradée en fragments de 21-23 nt et que le RNA messager homologue est dégradé de la
méme maniére en petits RNA de méme taille (Tuschl et al., 1999 ; Zamore et al., 2000). Par
ailleurs, le systeme requiert de I’ ATP pour fonctionner et est indépendant de la traduction du
mMRNA (Zamore €t al., 2000). Enfin, la dégradation du mRNA se fait en quelques minutes
suite al’introduction du RNAdb dans le milieu. Il semblerait donc que les petits fragments de
RNA provenant de la dégradation du RNAdb servent a cibler la dégradation du mRNA. Un
tel mécanisme peut également étre imaginé chez les plantes en |'absence de données

expérimental es plus nombreuses.

Quelle est |I’enzyme responsable du clivage du RNAdb en fragments de 21-23nt!?
Rappelons tout d'abord qu'il existe, chez E. coli, une enzyme, la RNase Ill qui dégrade
spécifiqguement le RNAdb (Chen et al., 1990). Or, les caractéristiques des petits fragments de
RNA db de 21-23nt sont celles d'un produit de dégradation par la RNase I11!: un fragment de
19-21 pb, phosphorylé en 5' et possédant 2 nucléotides non appariés en 3'. En se penchant sur
le génome de la drosophile, les chercheurs ont identifié 3 homologues de la RNase I11!codés
par les génes homeless, drosha et dicer (Bernstein et al., 2001). Des tests d' activité avec les
produits de ces 3 genes ont montré que seul Dicer est capable de dégrader in vitro du RNAdb
en fragments de 21-23nt (Bernstein et al., 2001 ; Hammond et al., 2000!). |1 est intéressant de
noter gu’on trouve des homologues de Dicer chez tous les eucaryotes, en particulier chez
I’homme et chez la plante. Toutefois, il n’a pas encore été fait de lien direct entre les
homologues de Dicer chez Arabidopsis thaliana (CAF!: Carpel Factory (Jacobsen et al.,

1999)) et le PTGS. Dicer est une protéine possédant un domaine hélicase, deux domaines
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RNase Il (RIllaet RIlb), un domaine de fixation au RNAdDb et un domaine conservé appelé
PAZ (Cerutti et a., 2000) (abréviation pour Piwi, Argonaute, Zwille) (Bernstein et al., 2001)

(cf. figureIn-2).

c. Ciblage du mRNA homologue

Aprés avoir vu comment était déclenché le PTGS et de quelle maniére et par quelle
enzyme était dégradé le RNAdb, la question du ciblage du mRNA homologue reste posée.
Nous avons vu que I’introduction de RNAdb dans le lysat de cellule de drosophile, puis sa
dégradation en fragments de 21-23nt entraine le clivage du mRNA homologue. Il semble
donc que ce sont les petits RNA de 21-23nt qui sont responsables du ciblage du mRNA.
Récemment, un complexe multiprotéique a été isolé a partir de cellules S2 de drosophile
transfectées avec du RNAdb (Hammond et al., 2001). Ce complexe multiprotéique, d’'une
taille d’ environ 500 kDa, et baptisé RISC (RNA Induced Silencing Complex), co-preécipite
avec les petits RNAs de 21-23 nt suggérant ainsi une association et éventuellement un role de
guide pour ces petits RNA dans le ciblage du complexe RISC au mRNA. Ce rble de guide
semble se confirmer suite a l'identification de I’un des composants du complexe RISC. En
effet, chez D. melanogaster, la fraction active de ce complexe renferme une protéine, AGO-2,
membre de la famille Argonaute, également essentielle pour |’ extinction de géenes chez C.
elegans (RDEL), Neurospora crassa (QDE?2) et Arabidopsisthaliana (AGOL1) (cf. figure In-
2). De plus, on retrouve dans AGO-2, le domaine PAZ conservé chez Dicer. Cette
observation suggére que Dicer et AGO-2 puissent interagir physiquement, via ce domaine
PAZ, permettant ainsi le transfert de la molécule de RNA de 21-23 nt de I’un a |’autre
(Hammond et al., 2001). On peut ainsi imaginer un modele d’interaction pour la mise en
place du PTGS!: dans ce modele, le RNA db est reconnu et clivé en fragments de 21-23nt par

Dicer qui va ensuite interagir avec RISC via AGO-2, «léchangeant!» les petits fragments de
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21-23 nt. Cette hypothese est confortée par des travaux réalisés chez N. crassa qui montrent
gue QDE2 (I'homologue d'AGO-2) est complexé aux petits RNA de 21-23nt (Catalanotto et
al., 2002). RISC peut ensuite cibler le mMRNA homologue en séquence et le dégrader par
I'intermédiaire d'une activité nucléasique encore inconnue associée a ce complexe
multimérique (cf. figure In-3). Suite a ces découvertes les petits fragments de RNA seront

baptisés SIRNA (short interfering RNA) (Elbashir et al., 2001a).

d. Synthése de RNAdb dans |es plantes

Toutes ces données montrent comment est initié le PTGS a partir de la perception de
RNA db dans lacéllule. Cependant, il peut y avoir PTGS dans des plantes transgéniques ou le
transgene est inséré en un seul locus et en une seule copie. Comment est initié le PTGS a
partir d’ un transgene sens!?

Chez le champignon Neurospora crassa, Cogoni et Macino ont isolé en 1997 des
mutants défectifs dans le quelling ("étouffement”, I’équivalent du PTGS), c'est-a-dire des
mutants "qgde" (quelling defective) (Cogoni and Macino, 1997). Parmi ces mutants, les
auteurs ont cloné en 1999 le gene qde-1, un géne homologue a la RNA polymérase RNA
dépendante (RdRp ou RNA directed RNA polymerase) de tomate (Cogoni and Macino,
1999D). L'activité de cette RNA polymérase RNA dépendante avait été identifiée depuis trois
décennies chez les plantes (Astier-Manifacier and Cornuet, 1971), et I'un des homologues
correspondant a été cloné récemment chez la tomate (Schiebel et al., 1998), mais son rble
exact n’ était pas connu.

Peu apreés I'identification du réle de la RNA polymérase RNA dépendante dans le
guelling chez le champignon, deux publications simultanées, décrivent le méme type de
résultats chez Arabidopsis thaliana. L’équipe de H. Vaucheret isole des mutants sgs

(suppressor of gene silencing), parmi lesquels le mutant sgs 2 qui est affecté dans un géne
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homologue de la RARp de tomate (Mourrain et al., 2000). Parallélement, |’ équipe de D.
Baulcombe rapporte I'isolement de mutants sde (silencing defective) également chez A.
thaliana. L'une des lignées mutantes est affectée dans un gene appelé SDE1 qui est en fait le
géne SGS2 (Dalmay et al., 2000). Les données de ces différents auteurs montrent que la
présence d'une activité RARp est nécessaire pour la mise en place du PTGS a partir d’ un
transgene sens. Pour servir de substrat a la RARp, il faut imaginer que les transcrits du
transgene contiennent un signal anormal pour pouvoir étre sélectionnés parmi tous les RNA
messagers de la cellule. Le fait que le PTGS induit par la réplication d'un virus soit
indépendant de SDE1 (Dalmay et al., 2000) va dans le sens de cette hypothéese : en effet le
génome viral code pour sa propre RARp et lors de saréplication il passe par un intermédiaire
RNAdb qui pourra déclencher le PTGS indépendamment de I’ obtention de RNAdb par la
RdRp de la plante. De méme le PTGS induit par une construction transgénique en répétition
inverse qui va donc étre transcrite en un ARN en tige-boucle est indépendant de SDE1/SGS2
(Beclinet ., 2002).

Chez le nématode C. elegans, il est intéressant de noter que le gene EGO1, un
homologue de la RdRp de tomate, est également nécessaire pour la mise en place du RNAI
(Smardon et al., 2000). De plus, le géne RRF-1, I'hnomologue de SDE1/SGS2 chez C. elegans,

est également requis pour le RNAI (Sijen et al., 2001).

2. Propagation du PTGS dans |’ organisme

a L’extinction de géne systémique

Nous avons vu comment le PTGS était initié a I’ échelle de la cellule ; cependant le
PTGS possede |a propriété de ne pas rester localisé au niveau de la cellule. Les premiéres
indications sur I’ aspect systémique du PTGS viennent d'observations réalisées sur des tabacs

contenant le transgene codant pour la S-adénosyl-L-méthionine-transférase (SAM-S). Dans
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les feuilles inférieures des plantes silencées, |e phénotype correspondant au PTGS du géne est
limité aux veines. Puis, dans les feuilles supérieures, la surface des tissus affectés augmente
jusqu’a occuper la feuille entiére (Boerjan et al., 1994). De facon identique, des tabacs
transgéniques portant une construction 35S-NIA (Nitrate réductase) montrent un phénotype
d’extinction du gene NIA, caractérisé par une nécrose foliaire, localisé dans des zones
ponctuées au niveau des feuilles inférieures, puis se propageant dans les parties supérieures
de laplante (Palauqui et al., 1996).

L’ existence d' une composante systémigue du PTGS sera finalement démontrée de
facon élégante grace al’ utilisation de greffes. L'équipe de H. Vaucheret montre que I’ on peut
transmettre par greffe le PTGS du géne UID-A, codant pour la glucuronidase, a des tabacs
transgéniques UID-A (Palauqui et al., 1997). Les résultats obtenus montrent que la
transmission est unidirectionnelle du porte-greffe au greffon et qu’ elle peut aussi avoir lieu
guand le porte-greffe «Isilencél» et le greffon sont physiquement séparés par 30 cm de tige
d’une plante non transgénique. |l doit donc exister un agent diffusible, permettant le
mouvement du PTGS a travers la plante. De la méme maniére, I'induction locale du PTGS
d’un transgéne GFP (par bombardement ou agro-infiltration d’ une construction GFP) aboutit
a une extinction systémique du transgéne GFP dans la plante entiére (Voinnet et al., 1998).
La mise en place du PTGS systémique dans la plante suit de fagon frappante le trgjet
emprunté par un virus ou par un colorant transporté par le phloeme (Citovsky and Zambryski,
2000 ; Roberts et al., 1997). Il est donc logigue de penser que le mouvement de cellule a
cellule se fait en empruntant les plasmodesmes, a plus forte raison, lorsqu’ on voit que les
cellules de garde, dépourvues de plasmodesmes, sont les seules cellules a ne pas subir le
PTGS dans des plantes GFP silencées (Voinnet et al., 1998).

Des observations similaires sur |’ aspect systémique de I’ extinction de génes ont été

faites chez les animaux lorsqu’ on induit le RNAI d’un géne. La micro-injection de quelques
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molécules de RNAdb dans les gonades ou l'intestin du nématode C. elegans suffit pour
éteindre |’ expression du géne visé dans tout I’ organisme (Bosher and Labouesse, 2000 ; Fire
et al., 1998). Les caractéristiques de I’ extinction de géne systémique chez C. elegans
commencent a étre élucidées!: trés récemment, un géne nécessaire a la mise en place du
RNAI systémique a été identifié. Le produit du gene SID1 (systemic RNA interference
deficient) est une protéine transmembranaire putative contenant 11 domaines
transmembranaires et se localise a la périphérie de la cellule. Elle pourrait donc former un
cana permettant le passage du RNAdb, des ssSRNA ou d'un signal encore inconnu (Winston et
al., 2002). Il ne semble pas exister d’ homologue du géne SID1 chez la drosophile, ce qui est
en accord avec |’ absence de RNAI systémique dans cet organisme.

A I"heure actuelle, et quel que soit I'organisme étudié, |a nature exacte du signal n’est
pas encore connue, mais il doit nécessairement contenir une composante acide nucléique
permettant la dégradation séquence-spécifique, ce signal étant composeé soit de petits RNA de
21-23 nt, soit d'une molécule de RNA db plus longue ou bien encore d'un complexe ARN-

protéine (cf. figure In-4).

b. L’amplification du PTGS

Pour expliquer |’ aspect systémique du PTGS il faut admettre une amplification du
phénomene afin qu’il puisse se propager atraverstout I’ organisme. En effet, I'introduction de
guelques molécules de RNA db dans quelques cellules d’un nématode suffit pour éteindre
I’ expression du gene visé dans tout I’ organisme (Fire et al., 1998). Or, méme si les molécules
de RNA db sont dégradées en plusieurs sSiRNA, il est difficilement concevable que ces
guelques molécules de SIRNA soient suffisantes pour cibler la dégradation de tous les mMRNA
homologues dans |’ organisme. Cette question a également été soulevée dans le cadre des

travaux de I'équipe de D. Baulcombe : en effet, l1a aussi, I’introduction par biolistique d’un
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transgene GFP dans quelques cellules d’ une plante transgénique GFP suffit pour éteindre le
transgene GFP dans la plante entiére (Voinnet et al., 1998).

La démonstration de I’amplification du RNAI sera faite al’aide du systéme in vitro
mis au point chez la drosophile. En utilisant ce systéme, il a été montré que les SSRNA de 21-
23 nt peuvent servir d’amorce pour synthétiser du RNAdb & partir du mRNA, cet RNAdb
nouvellement synthétisé pouvant a son tour étre dégradé pour générer de nouveaux siRNA
(Lipardi et al., 2001). Cependant, I'absence d'homologue de RdRp chez la drosophile rend
difficile I'interprétation de ces observations. Des résultats comparables ont été obtenus chez le
nématode soumis au RNAI!: I'injection de RNAdb dans le ver conduit a |’ obtention de
siRNA suite a la dégradation de cet RNAdb, et I'on retrouve également des siRNA
secondaires provenant d'un RNAdb néo-synthétisé a partir du mRNA du gene visé (Sijen et
al., 2001). On peut donc parler d’ une amplification par PCR a partir du RNA, ce qui
augmente le nombre de SSIRNA permettant de cibler les mMRNA pour les dégrader.

Cette découverte compligue un peu le schéma général du RNAI, les SSRNA peuvent
donc servir a la fois de guide pour permettre la fixation du complexe RISC puis la
dégradation du mRNA et d’amorce a une RdRp pour copier le mMRNA en RNAdb (cf. figure

In-4).

Ces données obtenues dans les systemes animaux ont également été observées chez
les plantes. En effet, Vaistij et al. (2002) montrent que, pour induire le silencing d'un
transgene GFP, I’ utilisation de la partie 3' de ce dernier est suffisante pour entrainer
I" apparition de SIRNA couvrant toute la séquence du transgéene et également la méthylation
de toute la sequence codante. De plus, cette amplification du signal par "propagation” sur le
RNA cible nécessite la présence de la RdRp SDE1/SGS2, ce qui est en accord avec les

résultats obtenus chez les animaux. Contrairement a ce que |'on observe chez les animaux,
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I'amplification sur le RNA chez les plantes se fait dans les deux sens (5' vers 3' et 3 vers 5'),

il doit donc y avoir intervention d'une autre enzyme.

3. Maintenance del’ extinction de génes

Une fois initié, amplifié et propagé dans I'organisme, le PTGS reste généralement
établi et ne disparait pas au cours du temps. Cette maintenance du PTGS reste I'un des
aspects les plus complexes a étudier. En effet, suivant le type de PTGS dirigé contre un
transgene ou un géene cellulaire, la maintenance du phénomeéne n’est pas la méme lorsqu’ on
supprime I’ inducteur du PTGS. Palauqui et Vaucheret (1998) montrent en utilisant des tabacs
porte-greffes transgéniques NIA+ (nitrate réductase) silencés ainsi que des greffons
transgéniques NIA+, gu'il y a différentes classes de transgenes. En effet, lorsqu’ on retire le
greffon du porte-greffe transgénique silencé pour le greffer sur un porte-greffe sauvage, on
peut distinguer différents résultats. Dans les lignées de classe |, qui n’initient pas
spontanément le PTGS, celui-ci n’est pas maintenu aprés "dé-greffage”. Par contre, le
silencing est maintenu dans les lignées de classe |1, qui peuvent initier spontanément le
maintenir (Palauqui and Vaucheret, 1998!; Vaucheret et al., 2001). La possibilité pour une
lignée transgénique de reproduire le signal de silencing systémique (ce qui est correlé a sa
maintenance) peut dépendre de la localisation ou de la structure du transgene. Les
modifications chimiques (comme la méthylation du DNA ou la déacétylation des histones)
pourraient agir comme un marquage €pigénétique permettant |a maintenance du PTGS.

L’ hypothése d'un rdle du type de transgéne dans la maintenance du PTGS est
renforcée par des expériences utilisant I’ extinction de gene induite par un virus (Kumagai et
al., 1995) (VIGS!: Virus Induced Gene Silencing). Des expériences menées dans I'équipe de

D. Baulcombe montrent que I’ on peut éteindre I’ expression d’un gene cellulaire comme la
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phytoene désaturase (PDS) ou d’un transgéne GFP en infectant une plante avec un virus
recombinant capable d'exprimer le géne correspondant (Ruiz et al., 1998). Par contre, suivant
le type de gene visé, on obtient des résultats un peu différents!: dans le cas du géne cellulaire
PDS, les mRNA du géene sont dégradés, mais pas les RNA viraux recombinants renfermant la
ségquence PDS ; al'inverse avec le transgéne GFP, on observe une dégradation des mRNA du
transgene et des RNA viraux recombinants GFP. De plus, dans les plantes GFP, le PTGS du
transgéne GFP reste en place, méme aprés dégradation totale du virus recombinant.
L’initiation du VIGS semble donc similaire dans les deux cas!: la présence du virus est
nécessaire pour que |’ extinction puisse se mettre en place. Par contre, la maintenance du
VIGS semble étre indépendante du virus dans le cas du transgéne GFP ; la aussi, des
modifications épigénétiques pourraient expliquer le fait que le transgéne puisse continuer a
maintenir le PTGS méme en |’ absence de I’ inducteur.

Une indication de I'importance des modifications épigénétiques pour la maintenance
du PTGS viendra d’ expériences faites par Mordl et al. (2000) sur des mutants d’ A. thaliana
affectés dans un composant de la chromatine SWI2/SNF2 (ddml) ou dans la DNA
méthyltransférase majeure (metl). En croisant des plantes GUS silencées au niveau
transcriptionel ou post-transcriptionel avec les mutants ddml et metl, les auteurs montrent
gue les produits de ces deux genes sont importants pour le TGS mais également pour le
PTGS, le gene DDM1 étant impliqué dans les phases précoces du PTGS alors que le géne
MET1 serait plutét impliqué dans sa maintenance. On peut donc dire qu’il existe une
composante nucléaire entrainant la méthylation du transgene et que celle-ci est importante
pour le maintien de I’ extinction de génes, au moins dans le systeme utiliséici.

Néanmoins, I’implication de la méthylation dans le maintien du PTGS reste encore
controversée. En effet, des organismes comme la drosophile ou e nématode ne présentent pas

de méthylation du DNA, ce qui n’empéche pas I'établissement du RNAIi (Wassenegger,
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2000). De plus, des résultats en contradiction avec ceux obtenus par Morel et al. (2000),
montrent que MET1 n’est pas requis pour la maintenance de la méthylation dans des
expériences de VIGS d'un transgene GFP (Jones et al., 2001). Il doit donc y avoir
intervention d’autres méthylases importantes pour maintenir le transgéne méthylé dans

certaines conditions.

4. Dissection génétiquedu PTGS

Ces derniéres années, la compréhension des mécanismes du RNAi ou du PTGS est
passée par une analyse biochimique poussée mais également par une approche menée en
parallele par plusieurs groupes et consistant a identifier les déterminants génétiques
nécessaires a la mise en place du PTGS. D’un organisme a |’ autre, les homologies entre
genes impliqués dans le mécanisme d'extinction de genes sont importantes, ce qui laisse
supposer qu'il s'agit d’'un mécanisme apparu avant la différenciation entre plantes et
animaux. Cette dissection génétique du phénomene dans de nombreux organismes a permis
d'isoler et de caractériser un certain nombre d'enzymes que I’ on peut classer en différents

groupes (cf. figure In-5).

a. Les RNA polymérases RNA dépendantes

Nous avons déja mentionné le réle des RdRp dans la mise en place du PTGS chez
plusieurs organismes, que ce soit EGO1 et RRF1 chez C. elegans (Smardon et al., 2000 ;
(Sijen et a., 2001)), QDEL chez N. crassa (Cogoni and Macino, 1999a) ou qu'il sagisse de
SDE1/SGS2 chez A. thaliana (Dalmay et al., 2000!; Mourrain et al., 2000). Ces polymérases
semblent nécessaires a plusieurs niveaux!: pour convertir les RNA aberrants en RNAdb et de
facon plus générale pour amplifier le PTGS en synthétisant du RNAdb a partir du mRNA et

des siRNA utilisés comme amorce.
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b. Les RNases
Identifiée chez D. melanogaster (Hammond et al., 2000) et chez C. elegans (Knight
and Bass, 2001), Dicer est une RNase double-brin spécifique qui clive les RNAdb en
fragments de 21-23nt. Cette enzyme possede un domaine hélicase et deux domaines RNase
[11. Chez A. thaliana, le rdle de I’homologue de Dicer, CAF1, n’apas encore été démontré.

c. Leshélicases

|dentifiées chez de nombreux organismes, les hélicases de type DEAH, RecQ ou
Upflp, telles que SDE3 ou QDE3, jouent également un réle dans le PTGS (Cogoni and
Macino, 1999b; Damay et al., 2001!; Domeier et al., 2000!; Ketting et al., 1999!; Wu-Scharf
et al., 2000). Leur role exact dans le PTGS reste a définir, maisil doit étre distinct de celui de
Dicer qui possede également un domaine hélicase. Néanmoins, on sait que ces enzymes ont
d autres fonctions danslacellule : ainsi chez C. elegans, SMG2 intervient dans la dégradation
des RNA non-sens, qui ont un codon STOP prématuré dans leur séquence (Domeier et al.,
2000).

d. Homologues de facteur d'initiation de la traduction

Egalement conservées entre la drosophile, les plantes et les nématodes, les protéines
homologues au facteur d’initiation de la traduction el F2C, a savoir AGO-1, AGO-2, RDE-1
et QDE-2 ont la particularité de posséder un domaine PAZ qui pourrait leur permettre
d’interagir avec Dicer (Fagard et al., 2000; Hammond et al., 2001!). Le lien avec la
traduction n’ a pas encore été établi, maisil est intéressant de noter, |a encore, la conservation
atraversles especes.

e. Protéines impliquées dans |es modifications du DNA

Nous avons également mentionné précédemment, les protéines MET-1 et DDM-1 qui
interviennent respectivement dans la méthylation du DNA et dans le repliement de la

chromatine (Morel et al., 2000). Les études faites sur ces deux protéines suggerent
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I'importance de la méthylation du DNA dans la maintenance du PTGS et une conservation
des mécanismes entre TGS et PTGS.

f. Génes de fonction inconnue

Parmi les génes identifiés en criblant des banques de mutants défectifs dans le PTGS
ou le RNAI, certains n’ont pas encore de fonction associée et leur réle n’est pas tres bien
défini. Il s'agit des genes SGS3 chez A. thaliana (Mourrain et al., 2000) dont on sait
seulement que la protéine possede un domaine coiled-coil en C terminal et des génes RDE-2
et 3, MUT-2 chez C. elegans qui jouent un rdle dans la régulation des événements de

transposition.

5. Modéle général du PTGS

Pour résumer les découvertes biochimiques et génétiques associées au mécanisme de
PTGS chez les plantes, un schéma général a deux branches peut étre propose (cf. figure In-6)
(Béclin et al., 2002!; Vaucheret et al., 2001).

La premiére branche dépend d’ un ensemble de génes SDE1/SGS2 (codant pour une
RdRp cellulaire), SGS3 (dont le produit est de fonction inconnue), SDE3 (codant pour une
hélicase) et AGOL1 (codant pour un homologue du facteur d'initiation de la traduction el F2C).
Cette voie est induite a partir d’'un RNA aberrant transcrit a partir d’un transgéne modifié
épigénétiqguement par DDM1 et MET1 (Morel et al., 2000). Ce RNA aberrant va étre reconnu
par les genes cités plus haut et copié pour donner un RNA db (Dalmay et al., 2000).

Quant a la deuxiéme branche, €lle est indépendante des genes codant pour
SDE1/SGS2, SDE3, SGS3 et AGOL1 : dans ce cas, le PTGS est induit par un RNA double-
brin provenant soit directement d'un transgene en répétition inverse, soit d’un virus a RNA

gui passe par un intermédiaire de réplication double-brin.
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Quelle que soit I'origine de ce RNA double-brin, il est ensuite reconnu par une
nucléase spécifiqgue, nommeée Dicer chez D. melanogaster (Bernstein et al., 2001) et qui
pourrait étre CAF1 chez A. thaliana. Dicer va dégrader le RNAdb en fragments de 21-23 nt,
appelés sSiRNA, et ceci en commencant par les deux extrémités (Elbashir et al., 2001a). Ces
siIRNA peuvent ensuite avoir deux destinées!: d’une part, ils peuvent servir d’amorce pour
synthétiser du RNAdb a partir du RNA homologue cible (Sijen et al., 2001!; Vaistij et al.,
2002)!; d'autre part, ils peuvent étre transférés a un complexe nommé RISC (RNA Induced
Silencing Complex) via un composant AGO2 possédant le méme domaine PAZ que Dicer
(Hammond et al., 2001). Le complexe RISC chargé en siRNA va ensuite étre entrainé sur le

RNA homologue et le dégrader (Elbashir et al., 2001b!; Tuschl et al., 1999).

I11. Rélesdel’extinction de géenes

1. Régulation delatransposition et role dans le développement

Parmi |les genes impliqués dans la mise en place du PTGS, certains interviennent dans
la régulation des événements de transposition que ce soit chez le nématode C. elegans ou
chez I’algue Chlamydomonas reinhardtii (Ketting et al., 1999!; Wu-Scharf et al., 2000). Un
des réles du PTGS peut donc étre de prémunir |’ organisme contre des événements de
transposition trop nombreux, ce qui pourrait étre délétére pour le génome.

Un autre réle proposé pour le PTGS est d'intervenir dans le développement de
I’ organisme. En effet, les mutations dans certains genes nécessaires au PTGS ou au RNAI
entrainent souvent des aberrations phénotypiques et un développement perturbé (Fagard et
al., 2000; Ketting et a., 2001 ). Néanmoins, le lien entre RNAI et développement chez les
animalx a été un peu controversé récemment suite aux travaux conjoints de plusieurs équipes

visant a isoler des sSIRNA dans des organismes sains. On a effectivement pu isoler des RNA
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d’une vingtaine de nucléotides, mais aucun n’avait la morphologie des siRNA (voir
Grosshans and Slack, 2002 et Pasquinelli, 2002 pour revue). Ces petits RNA, baptisés micro-
RNA possedent |a particularité d étre en partie complémentaire a la séquence 3' non codante
de certains messagers et de pouvoir bloquer latraduction de ceux-ci en S'y appariant (Lagos-
Quintana et al., 2001), ceci de maniéere similaire aux stRNA (Small Temporal RNA) chez C.
elegans (Rougvie, 2001). Il existe cependant un lien avec le RNAI puisgue ces micro-RNA
dérivent d'un précurseur plus long, structuré en tige-boucle et qui est clivé par Dicer en RNA
de 21 nt (Hutvagner et al., 2001!; Ketting et al., 2001).

Il semble donc y avoir deux types d'interférence par le RNA au niveau post-
transcriptionnel : une dégradation du RNA messager ou un blocage de la traduction par
hybridation a la partie 3' non codante du RNA messager. La différence entre les deux vient
de la specificité de I’ appariement!: les SRNA s hybrident parfaitement au mRNA alors que
les hybrides micro-RNA/mRNA présentent toujours un ou plusieurs mésappariements

(Pasquinelli, 2002) (cf. figure In-7).

2. M écanisme de protection contrelesvirus de plantes

L'hypothéese d'un réle du PTGS dans la protection contre les virus de plante est basée
sur plusieurs observations. La premiere observation concerne la notion de récupération
(recovery) dans certaines plantes infectées, c'est-a-dire |'émergence de feuilles apicales
exemptes de symptémes et donc de virus. Par ailleurs, les résultats obtenus par les chercheurs
tentant d'obtenir des plantes transgéniques résistantes aux virus sont également en faveur de
I'intervention du PTGS. Aing, I’ expression de la protéine de capside du TMV dans des tabacs
retarde I’ apparition des symptémes suite a I’infection par le virus, sans que le mécanisme
exact ne soit encore pleinement compris (Abel et al., 1986). Plus surprenant encore, la

transformation de plantes avec le géne de la CP du TEV non traductible confere également
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une immunité contre le virus (Lindbo and Dougherty, 1992). De méme, on peut obtenir une
protection croisée entre 2 virus portant une séquence homologue!: ainsi une plante infectée
par un virus recombinant TRV-GUS est résistante & une surinfection par un virus
recombinant PV X-GUS (Ratcliff et al., 1999). De plus, des plantes transgéniques GUS, PG
(poly-galacturonase) ou NPT (Néomycine Phosphotransferase) montrant un PTGS de ces
transgenes sont résistantes a un virus recombinant renfermant les séquences GUS, PG ou
NPT (English et al., 1996). Par ailleurs, les virus sont de tres bons inducteurs de PTGS
(VIGS : Virus Induced Gene Silencing) (Ruiz et al., 1998) et des plantes mutées dans des
génes nécessaires alamise en place du PTGS (SDELV/SGS2, SGS3, SDE3 ou AGO1) montrent
une hypersensibilité a certains virus, comme le CMV, ce qui renforce encore le lien entre
PTGS et défense antivirale (Dalmay et al., 2001; Morel et al., 2002 ; Mourrain et al., 2000 ).
Lefait que lesvirus a RNA puissent étre alafoisinducteurs et ciblesdu PTGS est lié
aleur mode de multiplication : en effet, lors de laréplication de leur génome, les virus a RNA
copient la molécule de RNA+ en molécule de RNA- ; cette molécule RNA- sert ensuite de
matrice pour la synthése de nombreuses molécules de RNA+. Durant cette étape
d’amplification, il se forme des intermédiaires de réplication qui sont partiellement sous
forme double brin (Hull, 2002) et les virus sont donc naturellement reconnus par la plante

sous cette forme RNAdD.

3. Lesvirus contre-attaquent
Bien que le PTGS semble étre dirigé contre les virus, ce mécanisme n’empéche pas
I"infection virale de se développer dans un certain nombre de cas. Il doit donc y avoir
compétition entre la plante et le virus pour la mise en place de I'infection. La démonstration
indirecte du réle anti-viral du PTGS chez les plantes viendra de la découverte des stratégies

mises en place par les virus pour contrecarrer |’ extinction de genes. Cette hypothése a été
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initialement proposée a partir des observations du phénomene de synergie pouvant exister
entre deux virus!; ainsi la co-infection de N. benthamiana par le PV X, un potexvirus, et par le
TEV, un potyvirus, provogue des symptdmes fortement aggravés comparés a I’ infection par
le PVX seul (Pruss et al., 1997). Le facteur viral responsable de cette augmentation de
pathogénicité a été identifié dans un premier temps comme étant le produit PL/HCPro du
domaine N terminal de la polyprotéine de TEV (Pruss et al., 1997). Par la suite, on a
démontré que seule la protéine HCPro était responsable de la suppression du PTGS par les
potyvirus (Anandalakshmi et al., 1998 ; Brigneti et al., 1998 ; Kasschau and Carrington,

1998).

4. Différents mécanismes de suppression par les protéinesvirales

On S'est rendu compte assez rapidement que la suppression du PTGS semblait étre
une caractéristique commune a beaucoup de virus, si ce n'est a tous les virus. Suite a
I"identification de la protéine HC-Pro chez les potyvirus, on identifiera la protéine 2b des
cucumovirus comme étant également un suppresseur de PTGS (Brigneti et al., 1998).
L’infection de plantes GFP silencées par un vecteur viral PV X contenant différentes protéines
virales permettra par la suite d’ identifier de nombreux autres suppresseurs chez des virus tels
gue les geminivirus, les sobemovirus et les tombusvirus (Voinnet et al., 1999). Ces protéines
virales ne possedent aucune homologie de séquence ou de structure entre elles, ce qui suggere
gue les différentes familles de virus aient évolué indépendamment pour développer une
contre-stratégie envers le PTGS. A I'heure actuelle trois suppresseurs viraux sont étudiés de

fagon intensive.
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a. Laprotéine HC-Pro des potyvirus

De nombreuses fonctions ont été attribuées a la protéine HC-Pro des potyvirus
(Atreya and Pirone, 1993). Elle possede un domaine protéinase a cystéine qui catalyse le
clivage de HC-Pro a partir de la polyprotéine (Carrington et al., 1989). Elle est également
requise pour latransmission du virus par son vecteur (Lopez-Moya et al., 1995). Par ailleurs,
elle est nécessaire au mouvement alongue distance et pour la maintenance de I’amplification
du génome viral (Kasschau et al., 1997). Les mutants dans le domaine central de HC-Pro
restent limités aux sites d'infection et sont perturbés au niveau de lamultiplication virale. Ces
propriétés pourraient étre des conséquences indirectes de la fonction de suppression de HC-
Pro.

La protéine HC-Pro supprime le PTGS dans tous les tissus de plantes GFP
précédemment silencées (Brigneti et al., 1998 ; Voinnet et al., 1999). De plus, d’ autres
travaux montrent que I’ expression transitoire de la protéine HC-Pro peut supprimer le PTGS
d’un transgéne GUS dans des tabacs (Llave et al., 2000). En présence de la protéine HC-Pro,
on constate une trés forte diminution de I’ accumul ation des petits RNA de 21-23 nt dans des
plantes GUS silencées (Llave et al., 2000 ; Mallory et al., 2001). Par contre, HC-Pro n’a pas
d’effet sur la méthylation du transgene et ne bloque pas la production et e passage du signal
du silencing systémique (Mallory et al., 2001). Toutes ces données suggerent que la protéine
HC-Pro agirait au niveau de la maintenance du PTGS en empéchant la dégradation des RNA
cibles en ssSRNA. Néanmoins, son action alieu en aval de la production du signal systémique.

Le mode d' action exact n’ est pas encore connu, mais il se pourrait que la suppression
du PTGS par HC-Pro passe par une interaction avec une protéine de I’ héte. En effet, il a été
montré que la protéine HC-Pro interagissait en double-hybride avec une protéine apparentée a
la camoduline, rgs-CaM (regulator of gene silencing Calmodulin). 1l est intéressant de noter

gue cette protéine rgs-CaM semble étre un suppresseur cellulaire de PTGS, car I’ expression
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de cette protéine a partir d'un vecteur viral peut entrainer une suppression du PTGS similaire
a celle de HC-Pro (Anandalakshmi et al., 2000). La protéine HC-Pro pourrait donc agir de
facon indirecte en activant un suppresseur cellulaire de PTGS dans la plante.

Les protéines P1 du RYMV (Rice Yellow Mottle Virus) et AC2 de 'ACMV (African
Cassava Mosaic Virus) suppriment également le PTGS dans tous les tissus de la plante et

pourraient agir de fagon similaire aHCPro (Voinnet et al., 1999).

b. Laprotéine 2b des cucumovirus

Comme la protéine HCPro, la protéine 2b est également requise pour le mouvement a
longue distance du virus dans la plante. Néanmoins, la nécessité de la protéine 2b dans
I'établissement de I’ infection systémique est plus ou moins importante suivant I’ héte (Ding et
al., 1995). |l s avére que cette protéine facilite |le mouvement a longue distance en interférant
avec un mecanisme de défense de la plante, la résistance médiée par I’ acide salicylique (Ji
and Ding, 2001).

L’infection de plantes GFP silencées par le CMV ou par un PVX exprimant la
protéine 2b montre un profil de suppression différent de la protéine HC-Pro!: I’ expression de
la GFP suite a la suppression du PTGS se fait uniquement dans les jeunes feuilles ayant
poussé apres la mise en place de I'infection, mais pas dans les tissus ou le PTGS est déja
établi (Brigneti et al., 1998).

Par opposition aux protéines HC-Pro, P1 et AC2, ce second type de suppresseur ne
semble donc pas capable de supprimer le PTGS une fois qu’il est établi ; il doit donc
intervenir a une étape plus précoce du PTGS (Li and Ding, 2001). Le fait que le PTGS ne
puisse pas se mettre en place dans les tissus émergents suggére que la protéine 2b empéche
soit I'initiation du PTGS dans les tissus jeunes, soit |e passage ou la perception du signal de

silencing systémique. Cette derniére hypothése a été confirmée récemment par des
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expériences de greffe. La greffe d’ une plante GUS sur une plante GUS silencée entraine le
PTGS du greffon ; par contre lorsqu’ on greffe une plante GUS sur une plante issue d' un
croisement d’ une plante GUS silencée avec une plante exprimant la protéine 2b, il n'y a pas
de mise en place du PTGS dans le greffon. De méme, en faisant une triple greffe dans
laguelle on intercale une plante 2b entre le porte-greffe GUS silencé et le greffon GUS, le
signal du PTGS est blogué (Guo and Ding, 2002). La protéine 2b pourrait donc interagir avec
le signal du PTGS pour empécher sa diffusion dans le phloéme et donc sa mise en place dans
les tissus méristématiques ou il n'est pas pré-établi (Beclin et al., 1998).

Néanmoins, il est également possible gue le réle de la protéine 2b dans le blocage du
signal soit plusindirect. En effet, dans les plantes GUS silencées croisées avec les plantes 2b,
la méthylation du transgéne est fortement diminuée, ce qui pourrait étre une conséquence de
la localisation nucléaire de la protéine 2b (Lucy et al., 2000). Cela signifie que le signal
nucléaire induisant la méthylation serait également bloqué par la protéine 2b.

L’ introduction des protéines 2b du TAV (Tomato Aspermy Virus) ou P19 du TBSV
(Tomato Bushy Stunt Virus) dans des plantes silencées provogue un modéle de suppression
comparable a la protéine 2b du CMV, a savoir une suppression uniquement dans les tissus

émergents (Li et al., 1999 ; Voinnet et al., 1999).

c. Laprotéine P25 du PV X

Laprotéine P25 du PV X est I'une des trois protéines codées par le Triple Gene Block
(TGB) et nécessaires au mouvement de ce virus de cellule a cellule. Les premiéres
expériences ont tout d’ abord écarté I’idée de la présence d’ un suppresseur dans le génome du
PV X!: en effet, celui-ci ne montre pas d’ activité de suppression du silencing lorsqu’il infecte
des plantes GFP silencées (Brigneti et al., 1998). Cependant, lorsqu’ on utilise le systéme

d'expression transitoire par co-infiltration (Johansen and Carrington, 2001) de plantes GFP, la
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protéine P25 exprimée par une construction 35S-P25 est capable de supprimer localement le
PTGS induit par une construction 35S-GFP, mais pas le PTGS induit par une construction
PVX-GFP (Voinnet et al., 2000). Par ailleurs, la protéine P25 bloque le silencing systémique,
gue I’inducteur soit un transgéene ou un virus. De plus, seul un virus PVX délété du gene
codant la CP et muté dans le gene codant pour |a protéine p25 est capable d’'induire le VIGS
systémique d’ un transgéne GFP ou d’'un gene cellulaire phytoéne désaturase (PDS) (Voinnet
et al., 2000). Ces résultats tendent a montrer que la protéine p25 du PV X interfére avec le
signal du silencing systémique dans la plante. De plus, le fait qu’ elle supprime uniquement le
PTGS induit par un transgene laisse supposer que la protéine P25 agirait au niveau de la
branche SDE1/SG2-dépendante du PTGS (voir plus haut, section 11 5 et figure In-6). Cela

suggere également que le signal systémique du PTGS dérive de la branche SDE1/SGS2.

La figure In-8 résume les connaissances actuelles sur e mode d'action des différents
suppresseurs viraux de PTGS. La protéine HCPro semble agir au niveau de la dégradation du
RNAdb en siRNA ; la protéine 2b agirait sur le mouvement du signal alors que la protéine
P25 interviendrait sur la branche SDE1-dépendante du PTGS. |l est également intéressant de
noter que les suppresseurs HCPro ou 2b jouent un roéle dans le mouvement a longue distance

du virus alors que le suppresseur P25 intervient dans le mouvement a courte distance.

En conclusion, il semble donc qu'un certain nombre de phytovirus aient développé
une stratégie pour supprimer le mécanisme de PTGS. C'est la raison pour laquelle nous avons
entrepris des travaux visant aidentifier les protéines impliquées dans la suppression chez les
virus étudiés au laboratoire et a comprendre leur mode d'action.

V. Virus étudiés
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1. LePCV

Parmi les virus étudiés au laboratoire, nous nous sommes intéressés au virus du
rabougrissement de I’ arachide ou peanut clump virus (PCV) (Thouvenel and Fauquet, 1988).
Le PCV est I’agent pathogéne responsable de la maladie du rabougrissement de |’ arachide
qui fut décrite pour la premiére fois en Afrique de |’ ouest (Trochain, 1931).

Le symptome caractéristique de la maladie est un rabougrissement généralisé de la
plante. Sur |’ arachide, les feuilles ont une taille réduite et prennent une couleur vert foncé
inhabituelle et les pétioles des feuilles sont raccourcis!; les tiges sont plus fines et les
distances inter-nodal es réduites (cf. figure In-9). Le systéme racinaire est également touché et
présente moins de racines secondaires. De plus, la maladie réduit le nombre et la taille des
fleurs et bloque la maturation des fruits. Elle provoque une malformation des gousses qui ne
contiendront plus gu’une a deux graines au maximum. Les pertes consécutives a l'infection
par le PCV peuvent entrainer des baisses de rendement de récolte allant de 40 a 70 %.

Le spectre d'hdte du PCV est trés large puisque le virus peut infecter au moins 39
espéeces de plantes appartenant a huit familles différentes. Il infecte entre autres, le sorgho,
fréguemment cultivé en aternance avec I’ arachide.

La maladie se manifeste en foyers délimités et réapparait régulierement aux mémes
endroits, a chague nouveau semis, ce qui S explique par le mode de transmission du PCV. En
effet, ce dernier est naturellement transmis par un champignon du sol, Polymyxa graminis, de
la famille des Plasmodiophoromycétes, de I’ ordre des Plasmodiophorales (Thouvenel and
Fauquet, 1981). C’est un champignon intracellulaire ne provoquant aucun symptéme externe
chez son hote et qui infecte les cellules superficielles des racines, notamment des graminées,
gréce a saforme de dissémination, la zoospore. Au contact d’un poil absorbant des radicelles
de I’ héte, la zoospore perfore la paroi végétale et déverse son contenu cellulaire dans le tissu

racinaire. C'est a ce stade que le virus peut étre transmis a la plante par le vecteur. Si le
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champignon n’a pas pu, a I’heure actuelle, étre observé dans les racines des arachides,
plusieurs formes correspondant a des stades de développement variés ont été trouvées dans le
sorgho (Thouvenel and Fauquet, 1980). Le PCV peut également étre transmis par la graine
mais uniquement dans le cas de |’ arachide dans des proportions variant de 4 a 14 % en
conditions naturelles (Thouvenel et al., 1978).

Le PCV est constitué de deux types de particules de symétrie hélicoidale de 21 nm de
diamétre et de longueurs 245 et 190 nm (cf. figure In-10). Chague particule contient I’ une des
deux molécules de RNA simple brin de polarité positive constituant le génome viral. Les
deux RNA sont cappésen 5 et leur extrémité 3' présente une structure mimant un tRNA qui
peut étre aminoacylé par la valine (Goodwin and Dreher, 1998).

Le RNA-1, d' unetaille de 5897 nt comporte trois phases ouvertes de lectures (Herzog
et al., 1994). La premiére ORF code pour une protéine de 131 kDa (P131) qui possede un
domaine méthyltransférase et un domaine «INTP-binding!» caractéristique des hélicases.
Gréace a un mécanisme de translecture du codon STOP UGA de cette premiére ORF, on
obtient une protéine de 191 kDa (P191) qui renferme dans sa région C-terminale le motif
"GDD" caractéristique d’'une activité RNA polymérase-RNA dépendante. L'ORF 3’
proximale code pour une protéine de 15 kDa (P15) exprimée par I'intermédiaire d’ un RNA
subgénomique. La fonction exacte de cette protéine n’était pas connue jusqu'aux travaux
présentésici, mais Herzog et al. (1998) avaient suggéré qu’ elle pourrait jouer un réle dans la
réplication virale. Le RNA-1 porte donc I’ensemble des informations nécessaires a la
réplication.

Le RNA-2 (4504 nt) posséde une organisation génétigue plus complexe avec la
présence de cing ORF (Manohar et al., 1993). L'ORF 5’ terminale code pour la protéine de
capside ou CP (23 kDa). La deuxieme ORF, exprimée par un mécanisme de «!leaky

scanning!» (Herzog et al., 1995), code pour une protéine de 39 kDa qui intervient tres
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probablement dans la transmission du virus par le champignon vecteur. Les trois ORF
suivantes constituent le «!triple gene block!» ou TGB et codent pour des protéines de 51, 14
et 17 kDa, qui interviennent dans le mouvement de cellule a cellule (Erhardt et al., 1999 ;

Lauber et al., 1998).

2.LeBNYVV

Le virus des nervures jaunes et nécrotiques de la betterave ou BNYVV (Beet Necrotic
Yellow Vein Virus) est I’agent pathogene responsable de la rhizomanie de la betterave
sucriére. Cette maladie a été mise en évidence pour la premiére fois en Italie en 1959 et a
ensuite été décrite dans les pays du continent européen (Allemagne, France, Greéce,
Y ougoslavie), au Japon et plus récemment aux Etats-Unis. Les symptdmes caractéristiques de
la maladie sont un nanisme général de la plante, accompagné d’ une prolifération anarchigue
des radicelles. Une nécrose de couleur brune est également observée au niveau du pivot des
racines. On observe quelquefois, en plus de ces symptdmes racinaires, un jaunissement et une
nécrose au niveau des nervures des feuilles (cf. figure In-11). Le BNYVV infecte
principalement |es plantes de la famille des Chenopodiacées. Chez |a betterave Beta vulgaris,
hote naturel du virus, I'infection est principalement restreinte aux racines secondaires. Dans
derares cas, I’infection peut se propager al’ ensemble de la plante, comme par exemple chez

Beta macrocarpa (betterave sauvage) ou chez Nicotiana benthamiana.

Le BNYVV est transmis de maniére obligatoire et persistante par un champignon du
sol Polymyxa betae appartenant a la classe des Plasmodiophoromycétes. Ce parasite colonise
les cellules superficielles des radicelles de Chenopodiacées grace a sa forme de
dissémination, la zoospore. Cependant, le champignon est également capable de prendre une

forme de résistance, la cystosore, responsable de la persistance de la maladie dans les sols
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rhizomaniés pendant plusieurs années ce qui conduit a I’ abandon des cultures betteravieres
sur lesterresinfectées.

Le BNYVV, de par son mode de transmission, sa morphologie et son organisation
génomique, est assez proche du PCV. Les particules virales ont une symétrie hélicoidale d’un
diamétre constant de 20 nm et une longueur variable de 89 a 390 nm (Putz, 1977). Chaque
type de particule (de 4 a 5 suivant les isolats) renferme un des RNA de polarité positive
consgtituant le génome du virus (Koenig et al., 1997 ; Putz, 1977 ; Richards et al., 1985 ;
Tamada, 1975), coiffés aleur extrémité 5’ et polyadénylésen 3' (Putz et al., 1983) (cf. figure
In-12).

Le RNA-1 (6746 nt) comporte une seule phase ouverte de lecture codant pour une
polyprotéine de 237 kDa (P237). Cette protéine renferme des séquences consensus méthy|-
transférase, hélicase et polymérase (Bouzoubaa et al., 1987) caractéristiques des réplicases
des virus appartenant au groupe «!Sindbis-likel» (Goldbach and Wellink, 1988). La protéine
P237 contient également une séquence caractéristique des protéases de type papaine
(Rozanov et al., 1995)!; son clivage auto-catalytique en une protéine d environ 60 kDa
contenant le domaine polymérase a été démontré (Hehn et al., 1997). Ce RNAL1 est capable
de s autorépliquer dans les protoplastes de C. quinoa (Gilmer et al., 1992).

L'organisation génétique du RNA-2 (4612 nt) est plus complexe avec la présence de
six ORF. L’ORF1 code pour la protéine de capside (CP) d'une taille de 21 kDa qui est
présente principalement dans le cytoplasme des cellules infectées (Haeberle and Stussi-
Garaud, 1995). La présence de cette protéine est requise pour le mouvement a longue
distance du virus (Quillet et al., 1989). Le produit de I’ ORF2 est exprimé par un mécanisme
de translecture du codon STOP de I’ORF1. Les études menées sur cette protéine de 75 kDa
ont montré que la région C terminale intervient dans la transmission par le champignon

vecteur (Tamada et al., 1996). Les ORF 3, 4 et 5, exprimées a partir des RNA subgénomiques
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2sub, et 2sub,, sont partiellement chevauchantes et font partie du Triple Gene Block (TGB).
Cestrois ORF codent respectivement pour des protéines de 42, 13 et 15 kDa, impliquées dans
le mouvement de cellule a cellule du BNYVV (Gilmer et al., 1992). L’ ORF6 code pour une
protéine de 14 kDa exprimée a partir du RNA 2sub, (Gilmer et al., 1992). Cette protéine
riche en cystéine, qui possede une structure potentielle en «!doigt de zinc!», montre une
affinité pour le Zn* in vitro (Niesbach-Klosgen et al., 1990). Son réle exact n’ était pas connu
avant |’ étude présentée dans cette thése, mais des travaux avaient montré qu’ elle semblait
intervenir dans larégulation de I'infection virale (Hehn et al., 1995).

Le RNA-3 (1774 nt) code potentiellement pour trois protéines. La premiere, la
protéine P25, est responsable de I’ apparition des symptdmes de la rhizomanie ainsi que de
I’amplification des RNA viraux au niveau des racines secondaires de B. vulgaris (Richards
and Tamada, 1992). De plus, avec la deuxiéme protéine de 6,8 kDa, €elle est impliguée dans la
sévérité des symptdmes sur Terragona expansa et Chenopodium quinoa (Jupin et al., 1992).
Lerble de latroisiéme protéine putative n’ est pas connu a ce jour.

Le RNA-4 (1467 nt) code pour une protéine de 31 kDaimpliquée dans latransmission
du virus par le champignon vecteur (Tamada and Abe, 1989).

Quant au RNA-5 (environ 1350 nt), il n'a été détecté que dans quelques rares cas!:
tout d’'abord au Japon (Tamada et al., 1989), et plus récemment en France (Koenig et al.,
1997). Ce RNA code pour une protéine de 26 kDa qui serait impliquée dans la
symptomatologie foliaire (Kiguchi et al., 1996).

Dans les isolats naturels du BNYVV, ou bien lorsque la souche est maintenue sur B.
vulgaris par transmission naturelle avec le champignon vecteur, les RNA 1, 2, 3 et 4 sont
toujours présents. Par contre, lorsque le virus est inoculé mécaniquement a des feuilles de C.
quinoa ou T. expansa, seuls les RNA 1 et 2 sont indispensables, ces RNA assurant les

fonctions de réplication, d’ encapsidation et de mouvement de cellule acellule.
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3.LeBWYV

Le virus des jaunisses occidentales de |la betterave ou beet western yellows virus
(BWYYV) appartient a la famille des Luteoviridae qui rassemble des virus répartis sur cing
continents!: I’ Afrique (Afrique du Sud, Ethiopie, Liban, Malawi, Maroc, Soudan, Tunisie,
Zimbabwe), I’ Amérique du Nord (Etats-Unis, Canada), I’ Asie (Chine, Iran, Pakistan, Japon,
Indonésie, Thailande, Syrie), |I’Europe (Allemagne, France, Royaume-Uni, Turquie) et
I’ Océanie (Nouvelle-Zélande).

L e spectre d’ hote des Luteoviridae est tres large!: dans I’ ensemble de ces régions, ils
infectent environ 200 espéces de plantes réparties dans 28 familles. Les symptomes
occasionnés par I’infection peuvent étre de nature variable. On peut citer le nanisme
(Soybean Dwarf Virus) parfois associé a une nécrose (Tobacco Necrotic Dwarf Virus), le
rabougrissement et |’ enroulement des feuilles (Potato Leafroll Virus). Mais le symptome le
plus caractéristique est lié a la modification de la couleur des feuilles, allant d’une Iégere
chlorose (Physalis Mild Chlorosis Virus) au rougissement des feuilles (Carrot Red L eaf
Virus), le symptdme le plus courant étant une jaunisse (Beet Western Y ellows Virus) des
feuilles entre les nervures, ce qui est al’ origine du nom de cette famille (luteus signifie jaune
en latin) (cf. figure In-13). Les pertes occasionnées dans les cultures infectées par les
Luteoviridae sont importantes, notamment dans les cultures de céréales, pomme de terre ou
betterave (Casper, 1988).

Parmi les caractéristiques communes a la famille des Luteoviridae, on retrouve un
certain degré de parenté sérologique, des caractéristiques physico-chimiques identiques, en
particulier des particules sphériques d'un diamétre voisin de 30 nm (Harrison, 1999) et des
propriétés biologiques communes comme la restriction aux cellules du phloeme et la
transmission obligatoire par puceron de maniére persistante et circulante (Herrbach, 1999).

On retrouve trois genres au sein de lafamille des Luteoviridae!:
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- le genre luteovirusl(membre type Barley Y ellow Dwarf Virus-PAV)

- le genre polerovirus (membre type Potato Leaf Roll Virus)

- le genre enamovirus (membre type Pea Enation Mosaic Virus-1)

Le BWYYV fait partie du genre polerovirus et son génome consiste en une seule
molécule de RNA simple brin de polarité positive d’ une taille de 5641 nucléotides (Mayo and
Ziegler-Graff, 1996). L’ extrémité 5’ est liée a une protéine VPg et |’ extrémité 3' n’est pas
polyadénylée. On retrouve sur ce RNA 6 ORF, lestrois ORF 5 proximales étant exprimées a
partir du RNA génomique alors que les trois ORF 3' proximales sont exprimées a partir d’un
RNA subgénomique (cf. figure In-14).

L’ ORF 0 code pour une protéine de 29 kDa dont la fonction n’ était pas connue avant
cetravail. Cette protéine n’ajamais été détectée dans des plantes infectées par un polerovirus,
mais I'insertion de mutations nulles dans I’ ORF 0 entraine une baisse de I’ accumulation du
RNA viral dans des protoplastes ou des plantes infectés (Ziegler-Graff et al., 1996).

Le produit de I’ORF 1 (P1) contient des motifs caractéristiques des protéases a sérine
chimotrypsine-like et peut étre classé parmi les protéases de type 3C comme celle du
poliovirus (Koonin and Dolja, 1993). On trouve également dans I’ ORF1, la séquence codant
pour la VPg (Mayo and Ziegler-Graff, 1996). La protéine P2 est synthétisée par décalage du
cadre de lecture, comme produit de fusion entre la mgjorité de I'ORF 1 et I'ORF 2. Elle
contient les motifs polymérase et hélicase caractéristiques des RdRp (Mayo and Ziegler-
Graff, 1996). Les protéines P1 et P2 sont les seules protéines nécessaires et suffisantes pour
assurer laréplication du virus.

La protéine P3, exprimée a partir du RNA subgénomique, est la protéine majeure de
capside, d'un poids moléculaire de 22,5 kDa. Elle est |a seule protéine nécessaire pour la

formation des virions (Reutenauer et al., 1993).
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Entiérement présente dans I’ ORF 3 mais dans une autre phase de lecture, on trouve
I’ORF 4 qui code pour une protéine de 19 kDa, dont le réle n’est pas encore clairement
défini. Des expériences de mutations empéchant |’ expression de la protéine P4, mais pas de la
protéine P3, ont montré qu’elle n'est pas essentielle a I'infection tout du moins dans les
plantes testées (Ziegler-Graff et al., 1996). Cependant, des expériences biochimiques et de
localisation cellulaire ont conduit Tacke et al. a émettre I'hypothése que la protéine P4 joue
un réle dans le mouvement du virus dans la plante (Bruyére et al., 1997 ; Schmitz et al.,
1997!: Tacke et al., 1993).

Enfin, I'ORF 5 est exprimée sous forme d'une protéine de fusion P3-P5 par
tranglecture du codon STOP de I’ ORF 3. Cette protéine de translecture de 74kDa (ou P74)
n'est pas nécessaire a l’ encapsidation du virus, mais joue un réle crucial dans la transmission
du virus par le puceron vecteur, plus particulierement la partie conservée du domaine P5 de
translecture encore appelée domaine RT (pour ReadThrough) (Brault et al., 1995 ; Brault et

al., 2000).

Au cours de ces trois années de these, mon travail a consisté aidentifier chez cesvirus
les protéines responsables de la suppression du PTGS et a étudier certaines de leurs
propriétés.

- Ainsi, pour le PCV, lalocalisation subcellulaire du suppresseur de PTGS et certaines
de ses caractéristiques structurales ont permis de révéler une partie de son mode de

fonctionnement

(Publication n°1 : Identification and Some Properties of a Cysteine-rich Suppressor
of Gene Silencing Encoded by Peanut Clump Virus (2002). Plant Journal, 29 (5), 555-567)
- Concernant le BNYVYV, j'ai également pu identifier le suppresseur, son étude

fonctionnelle a pu étre initiée et sera développée dans le futur.
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- L’identification et I’ éude du suppresseur de PTGS du BWYV ont mis en évidence
un mécanisme inattendu de régulation de I’ expression de cette protéine.

(Publication n°2 : PO of Beet Western Yellows Virus is a Suppressor of

Posttranscriptional Gene Silencing (2002). Journal of Virology, Vol. 76, No. 13, 6815-6824)
- Enfin, I'utilisation de plantes transgéniques exprimant la protéine de translecture P74
du BWYV arévélé un mode original de contournement du PTGS par le virus.

(Publication n°3 : Virus-Induced Gene Silencing in Transgenic Plants Expressing the

Minor Capsid Protein of Beet Western Y ellows Virus (2002). MPMI, Vol. 15, No. 8, 799-

807)
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CHAPITRE |

Suppression du PTGS par deux protéinesviralesrichesen cystéine: la
protéine P15 du PCV et la protéine P14 du BNYVV

|. Lestechniques d’étude dela suppression du PTGS

1. Visualisation dela miseen placedu PTGS

La mise en évidence de I’ activité de suppression associée a un virus donné peut se
faire de différentes facons. La premiére étape consiste a montrer que le virus possede
effectivement une activité de suppression. Pour ce faire, il faut disposer d’un modéle de
visualisation du PTGS, par exemple des plantes silencées constitutivement pour le transgéne
GUS ou GFP. L’infection de telles plantes par un virus capable de supprimer le PTGS
conduiraalorsalalevée du PTGS et al’ expression du transgene correspondant.

Pour notre étude, nous avons utilisé la lignée de Nicotiana benthamiana 16c
exprimant de maniére constitutive le transgéne GFP (Voinnet et al., 1998). Ces plantes
apparaissent donc verte sous lumiere ultra-violette, alors qu’une plante sauvage apparait
rouge a cause de I’ autofluorescence de la chlorophylle (cf. figure I-1). On peut induire le
PTGS du transgene GFP dans ces plantes en infiltrant une suspension d’ agro-bactéries
renfermant un plasmide recombinant pBin-GFP ou le géne GFP est cloné en aval du
promoteur 35S (Voinnet et al., 1998). Suite a cette infiltration, le T-DNA portant |la
construction GFP va s'insérer au hasard dans le génome de la plante et il y aura expression de
la GFP alafois a partir de ce dernier et du transgéne intégré de fagon stable dans la plante.
L e mécanisme conduisant ensuite al’induction du PTGS n’est pas clairement connu, maisiil
pourrait étre di a des intégrations multiples résultant en la production d’ ARN aberrants. La

mise en place du PTGS local dans la zone infiltrée (le patch) est visualisable sous lumiere UV
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comme une zone dans laquelle la fluorescence rouge de la chlorophylle a repris le dessus sur
la fluorescence verte de la GFP. Le PTGS devient ensuite systémique et se propage dans
toute la plante en empruntant le systeme vasculaire (cf. figure I-1 c). Deux atrois semaines
apres infiltration d’une plante GFP au stade 4 feuilles, le silencing est total et la plante
apparait uniformément rouge sous lumiere UV (cf. figure I-1 d).

Si on infecte ensuite cette plante silencée par un virus capable de supprimer le PTGS,
on verra réapparaitre la fluorescence verte de la GFP dans les zones infectées de la plante

(Brigneti et al., 1998 ; Voinnet et al., 1999).

2. Techniques d'étude dela suppression du PTGS

Les techniques d’identification de la protéine virale responsable de I’ activité de
suppression sont diverses (cf. figure 1-2). On peut, par exemple, croiser une plante
transgénique exprimant la protéine virale suppressive avec une plante silencée
constitutivement (Anandalakshmi et al., 1998) (cf. figure -2 &@). Une autre approche consiste
ainfecter des plantes silencées avec un vecteur viral ne possédant pas d’ activité détectable de
suppression et exprimant la protéine candidate (Brigneti et al., 1998) (cf. figure I-2 b). Enfin,
on peut utiliser une technique d’ expression transitoire qui consiste a exprimer simultanément
I’inducteur du silencing et le suppresseur viral par agro-infiltration (Johansen and Carrington,
2001 ; Voinnet et al., 2000) (cf. figure -2 ¢). Nous avons utilisé cette derniére technique sur
des plantes GFP, I'infiltration simultanée d’ agrobactéries portant la construction GFP
(inducteur du silencing) et d’ agrobactéries portant une construction permettant I’ expression
d’ une protéine suppressive résulte en une surexpression de la GFP dans la zone infiltrée qui
apparait alors plus verte que le reste de la plante sous lumiere UV (cf. figure I-2 ¢). La
surexpression est due a l'accumulation des MRNA de la GFP provenant alafois du transgéne

intégré de maniére stable dans la plante et du transgéne apporté par |’ agro-infiltration.
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I1. Identification et quelques propriétés d'un nouveau suppresseur de PTGS, la

proténe P15 du PCV

1. Réledela protéine P15

Les travaux réalisés jusqu’ a présent au laboratoire sur le PCV ont permis d’ attribuer
une fonction a toutes les protéines codées par le génome viral, a l'exception de la protéine
P15 codée par le RNA 1. Des études préliminaires ont cependant permis de cibler plus
précisément le role de la protéine P15 dans I'infection virale. Ainsi, I’introduction de
mutations nulles dans la phase codante de la protéine P15 résulte en une baisse trés forte de
I’accumulation des RNA viraux dans les protoplastes infectés (Dunoyer et al., 2001) et en
une perte totale d’infectivité sur Nicotiana benthamiana (résultats non publiés). Par ailleurs,
la protéine P15 est absente au niveau des complexes de réplication (Dunoyer et al., 2001).
Ces résultats suggérent donc que la protéine P15 agisse comme un déterminant de
pathogénicité du PCV, mais gu’ elle ne constitue pas un facteur de régulation de laréplication.
On pouvait donc imaginer que cette protéine joue un réle de protection des RNA viraux
contre un mécanisme de défense de la plante qui pourrait étre le PTGS.

L’infection par le PCV de plantes GFP silencées (cf. figure I-1 d) a permis de
confirmer cette hypothese, a savoir que ce virus possede une activité de suppression du
PTGS. En effet, 15 jours aprés infection, on voit réapparaitre la fluorescence verte de la GFP
dans les feuilles jeunes des plantes infectées. L’ identification de la protéine responsable de la
suppression du PTGS a été faite par la technique de co-agroinfiltration qui nous a permis de

montrer gue seule la protéine P15 possédait cette activité.
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2. Propriétésdela protéine P15

Ce résultat nous a conduit a étudier en détail les propriétés de cette protéine. Nous
avons pu déterminer salocalisation subcellulaire et montrer que la présence d’ un motif SKL a
I’ extrémité C terminale de la protéine P15 est responsable de la localisation de cette protéine
dans les peroxysomes.

D’autre part, |I’extrémité C terminale de la protéine P15 contient une répétition de
guatre heptades riches en leucine permettant une multimérisation de la protéine via une
structure de type «!coiled-coil!». Les expériences de co-agroinfiltration nous ont permis de
montrer que I’ autoassociation de la protéine P15 sous controle de cette structure coiled-cail
est une propriété indispensable a son activité de suppression du PTGS, mais que sa

localisation peroxysomale n’ est pas nécessaire a cette fonction.

Ces résultats sont présentés et détaillés dans la publication n°1!:

I dentification and Some Properties of a Cysteine-Rich Suppressor of Gene Silencing

Encoded by Peanut Clump Virus (2002). Publié dans Plant Journal, 29 (5), 555-567.
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3. Lafamille de protéines” cysteine-rich"

L’ étude de la séguence en acides aminés de la protéine P15 révele qu’ elle présente des
similarités avec de petites protéines codées par |e génome de divers autres virus a RNA (+).
On retrouve de telles protéines chez le Barley Stripe Mosaic Virus (BSMV), le Lychnee Ring
Spot Virus (LRSV), le Poa Semi Latent Virus (PSLV), et le Beet Necrotic Yellow Ven Virus
(BNYVYV). La caractéristique commune a toutes ces protéines est la présence dans la
séquence d’'un nombre plus ou moins important de cystéines ce qui leur a valu la
dénomination de CRP (cystein rich protein) (Koonin et al., 1991). Dans certaines de ces
protéines, la position des cystéines (et parfois d’ histidines) est compatible avec la formation
d'une structure en doigt de zinc qui peut expliquer leur capacité a fixer les acides nucléques.
Outre la présence de ces cystéines, ces protéines possedent la propriété d’ étre exprimées a
partir d’ une ORF située al’ extrémité 3' du génome viral. Par ailleurs, en étudiant la séquence
de certaines de ces protéines nous avons pu remarquer qu’elles possedent toutes, a
I’ exception de la protéine P14 du BNY VYV, le motif SKL. Ces protéines CRP pourraient donc
constituer une nouvelle famille de protéines impliquées dans la suppression du PTGS. En
effet, nous verrons que la protéine P14 du BNYVV est également un suppresseur de PTGS
(voir ci-dessous, paragraphe I11) et des données montrent que la protéineyb du BSMV semble
jouer un role de facteur de pathogénicité pour le virus (Donald and Jackson, 1994) ce qui est
parfaitement compatible avec une activité de suppression.

Concernant la protéine P15, on peut aligner trois des quatre résidus cystéines et une
histidine avec les acides aminés correspondants des CRP des autres virus (cf. figure I-3).
Nous avons tenté de déterminer le role de ces cystéines conservées dans la suppression du
PTGS en les remplagant une a une par une alanine (mutants C1 a C4 et H5). Nous avons
ensuite analysé la capacité de ces mutants a supprimer le silencing en utilisant la technique de

«Ipatch-test!». Nous pouvons voir que seule la mutation dans la cystéine non conservée (C2,
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cf. figure I-3) ne semble pas avoir d’ effet sur I’ activité de suppression de la protéine P15, les
MmRNA GFP étant détectés en quantités équivalentes a celles obtenues en présence de
protéine P15 sauvage (cf. figure |-4a piste C2). Quant aux mutants dans les résidus C1, C3,
C4 et H5 (résidus conservés parmi les protéines CRP, cf. figure I-3), ils ont perdu leur
capacité a supprimer le PTGS (cf. figure 1-4 a@). Cependant, |’ analyse par western blot des
protéines totales extraites des feuilles infiltrées avec ces constructions révele que les protéines
mutées dans les cystéines conservées sont indétectables (cf. figure 1-4 b), ce qui suggére que
cesrésidus jouent un réle crucia dans la stabilité de la protéine. Cette instabilité pourrait étre
due & un changement de leur structure tridimensionnelle, suite a la mutation cystéine en
alanine. Pour vérifier cette hypothése, nous avons construit de nouveaux mutants en
remplacant les cystéines conservées C1 (résidu 24) et C3 (résidu 34) par des sérines (mutants
24 Set 34 S) ce qui ne devrait pas atérer le repliement de la protéine de fagon significative.
Cependant, ces deux nouveaux mutants sont également indétectables par Western blot (cf.
figure I-4 b). Ce résultat confirme donc le réle crucial joué par ces cystéines dans la stabilité
de la protéine P15 et ceci, soit par |'intermédiaire de ponts disulfures, soit par la formation

d'un motif en doigt de zinc.

[11. Identification dela protéine P14 du BNYVV comme suppresseur de PTGS

Lamorphologie du BNY VYV, son organisation génétique et son mode de transmission
en font un virus relativement proche du PCV bien que ces deux virus appartiennent a deux
genres différents (benyvirus et pecluvirus respectivement) qui ne sont assignés a aucune
famille. Nous avons donc initié I’ étude de la suppression du PTGS par le BNYVV &fin de

révéler d'éventuelles similitudes avec |e mécanisme de suppression par le PCV.
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1. LeBNYVYV code pour un suppresseur de PTGS

Pour mettre en évidence I’ existence d’ une activité de suppression du PTGS associée
au BNYVV, nous avons infecté des plantes GFP silencées et nous avons pu constaté gque les
résultats étaient différents de ceux obtenus avec le PCV. En effet, I’ observation des plantes
infectées sous lumiére UV révéle, 15 jours aprés infection, la réapparition de la fluorescence
verte dans les tiges et les nervures mais pas dans le limbe de la feuille comme avec le PCV
(cf. figure 1-5 a). Ces observations sont confirmées par |’analyse par Northern blot des
MRNA de la GFP qui montre que ceux-ci s accumulent plus dans les tiges et les nervures que
dans le limbe (cf. figure 1-5 b). Ce type de suppression a déja été décrit pour le TBSV qui
supprime spécifiquement le PTGS dans les veines des feuilles (Voinnet et al., 1999).
Cependant, a la différence du TBSV qui supprime le PTGS uniquement dans les feuilles
nouvellement apparues, le BNY VYV supprime le PTGS alafois dans les feuilles jeunes et les
feuilles agées.

Ces résultats démontrent donc que le BNY V'V code pour un suppresseur de PTGS que

nous avons ensuite cherché aidentifier.

2. Laprotéine P14 du BNYVV est un suppresseur de PTGS
Les protéines codées par les RNA 1 et 2 du BNYVV ont des fonctions bien
caractérisées dans la réplication, I'encapsidation, le mouvement ou la transmission du virus.
Seule exception, I'ORF 3’ proximale du RNA 2 codant pour la protéine P14 n’avait pas
encore de fonction précise attribuée. Comme dans le cas de la protéine P15 du PCV, les
résultats préliminaires obtenus par Hehn et al. (1995) avaient montré que des mutations
introduites dans I’ ORF de la protéine P14 conduisaient & une baisse de I’accumulation des

RNA viraux dans des protoplastes infectés. A I'instar de la protéine P15 du PCV, nous avons
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donc émis I’hypothése que la protéine P14 pourrait également jouer un réle dans la
suppression du PTGS.

Pour tester cette hypothése, nous avons tout d’ abord cloné le géne de la protéine P14
dans le vecteur viral PV X afin d’infecter des plantes GFP silencées et vérifier si la protéine
P14 exprimée a partir de ce vecteur vira entrainait la suppression du PTGS comme cela a été
décrit pour les protéines HCPro et 2b (Brigneti et al., 1998). Dans notre cas, I’infection des
plantes GFP silencées par |a construction PV X-P14 montre un profil de suppression similaire
acelui obtenu avec le BNYVV, i. e. une réapparition de la fluorescence verte dans les tiges et
les nervures de la plante infectée (cf. figure I-6 @) démontrant ainsi le rdle de suppresseur de
la protéine P14.

Afin de confirmer ce résultat, nous avons également utilisé la technique de "patch-
test" en clonant le gene de la protéine P14 dans le plasmide binaire pBin-61 introduit dans
Agrobacterium. Le résultat obtenu montre que la protéine P14 peut supprimer le PTGS en
expression transitoire, mais avec une efficacité relative plus faible que les proténes HCPro et
P15 (cf. figure I-6 b). Cette observation est confirmée par |’analyse par Northern blot des
MRNA de la GFP et des SSRNA GFP, marqueurs du PTGS. Les mRNA GFP s accumulent en
grande quantité dans les feuilles «!patchées!» avec les constructions pBin-GFP + pBin-P14,
mais de fagon moins importante que dans les feuilles «!patchées!» avec les constructions
pBin-GFP + pBin-P15 ou HCPro (cf. figure I-6 b3). L’ analyse des SsSRNA montre un profil en
image-miroir par rapport au Northern blot des mRNA. En effet, les SRNA s accumulent en
grande quantité dans le témoin pBin-GFP + pBin, alors que dans les zones infiltrées avec les
agrobactéries pBin-GFP + pBin-P14, on en retrouve beaucoup moins, tout comme dans les
témoins positifs pBin-GFP + pBin-HCPro ou pBin-P15 (cf. figure I-6b 3).

Ces résultats montrent que la protéine P14 est un suppresseur de PTGS tout comme

les protéines HCPro ou P15, mais avec une efficacité plus faible.
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3. Propriétésdela protéine P14

a. Role des cystéines impliquées dans |a formation du doigt de zinc

Parmi les protéines CRP, la protéine P14 semble la moins conservée. En effet, a
I'exception des cystéines C1 et C4, on ne retrouve pas dans sa sequence les mémes résidus
conservés. Quant au motif SKL, il est absent en C terminal (cf. fig I-7). Toutefois, la protéine
P14 posséde, comme les autres CRP, |la capacité de former un doigt de zinc, ce qui a été
confirmé in vitro par fixation de la protéine P14 sur colonne chélatant le zinc (Hehn, 1995).
La protéine P14 posséde également la propriété de fixer in vitro les acides nucléques (Hehn,
1995).

Par analogie avec la protéine P15, nous avons donc cherché a savoir si les cystéines
impliquées dans la formation du doigt de zinc étaient importantes pour la stabilité et |’ activité
de suppression du PTGS de la protéine P14. Ces expériences ont été réalisées avec des
mutants alanine disponibles au laboratoire, les mutants 14-354, 356, 357 et 358 (cf. figure I-8
a), dont les séquences ont été clonées dans le plasmide binaire pBin6l afin de tester leur
capacité de suppression. Les deux mutants pBin-P14-357 et pBin-P14-358 avec les cystéines
remplacées par des alanines ne sont plus capables de supprimer le PTGS lorsqu’ils sont co-
infiltrés avec des agrobactéries pBin-GFP. Par contre, les mutations 356 et 354 ne touchant
pas les cystéines présentes au niveau du doigt de zinc n’ont aucun effet sur |'activité de
suppression du PTGS (cf. figure -8 b). L’ analyse par Western blot des proténes extraites des
feuilles agro-infiltrées révele que les deux mutants dans le doigt de zinc (les mutants 14-357
et 14-358) ne s accumulent plus en quantité suffisante pour permettre leur détection (cf.
figure 1-8 ¢). Comme pour la protéine P15, il semble que la présence des 4 cystéines au
niveau du doigt de zinc potentiel soit importante pour la stabilité de la protéine P14 et donc

pour I'activité de suppression.
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b. Localisation subcellulaire de la protéine P14

Nous avons égaement recherché lalocalisation subcellulaire de la protéine P14 qui ne
possede pas de motif SKL de localisation dans les peroxysomes. Pour cela, nous avons
fusionné la séquence codant pour la EGFP al'extrémité 5' ou 3' terminale du gene P14 avant
de cloner ces séquences dans le plasmide pRep qui renferme la copie DNA du réplicon dérivé
du RNA 3 du BNYVV (Lauber et al., 1998). Les constructions obtenues pRep-EG14 et
pRep-14EG sont ensuite transcrites par la T7 RNA polymeérase pour donner les transcrits
Rep-EG14 et Rep-14EG. Puis, ces derniers sont utilisés pour infecter des protoplastes de
cellules BY -2 et des plants de Chenopodium quinoa en présence du RNA 1 et du RNA 2
sauvage ou muté dans le géne codant pour la protéine P14 afin de tester |a fonctionnalité des
protéines de fusion.

En contexte viral, les protéines de fusion 14EG et EG14 se localisent alafoisdansle
cytoplasme et dans le nucléole des cellules infectées, mais pas dans le noyau (cf. figure 1-9
b). Cette protéine doit donc avoir la propriété d'entrer dans le nucléole, mais également d'en
ressortir comme cela a été décrit pour de nombreuses protéines qui font la navette entre le
noyau et le cytoplasme par le biais de signaux d'import et d'export nucléaires (1zaurralde et
al., 1999; Whittaker and Helenius, 1998). Cette localisation est la méme lorsqu’ on utilise du
RNA 2-3722 muté qui n’exprime plus la protéine P14 (cf. figure 1-9 a et 1-9 b planches 4 et
5). Ces résultats préliminaires signifient que la présence de protéine P14 sauvage ne modifie
pas la localisation des protéines de fusion. Dans les mémes conditions, |a protéine EGFP se
localise classiquement dans le cytoplasme et le noyau de la cellule infectée, mais jamais dans
le nucléole (cf. figure 1-9b, photo 1).

Nous avons également étudié le comportement des protéines de fusion 14EG et EG14

sur plante héte Chenopodium quinoa en co-inoculant les réplicons correspondants en
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présence de RNA 1 et de RNA 2-3722 incapable de synthétiser de la protéine P14. Le témoin
RNA 1 + RNA 2 montre la présence de |ésions locales chlorotiques jaunes séveres, alors que
les |ésions sont petites et nécrotiques lorsque les feuilles sont inoculées avec du RNA 1 et du
RNA 21-3722 (cf. figure 1-10 a, photos 1 et 2). La co-inoculation du Rep-EG14 restaure le
phénotype sauvage, tandis que I'utilisation du Rep-14EG entraine I'apparition de Iésions
diffuses (cf. figure I-10a, photos 3 et 4). Suivant la présence de la protéine EGFP en Nt ou en
Ct dela protéine P14, il semble donc que la protéine de fusion n'ait plus les mémes propriétés
biologiques. Enfin, |'observation au microscope confocal des plantes infectées avec les RNA
1 + RNA 2-3722 + Rep-EG14 ou Rep-14EG, révéle le méme type de localisation pour les
protéines de fusion que dans les protoplastes BY -2, a savoir un marquage du cytoplasme et
du nucléole (cf. figure I-10 b). Cette localisation va maintenant étre étudiée plus en détail par
immunomarquage en microscopie éectronique de plantes infectées par du virus sauvage. Si
la localisation nucléolaire de la protéine P14 se confirme, cela constituerait la premiére

observation du genre pour un suppresseur de PTGS.

V. Conclusions

Malgré leur appartenance au groupe des protéines "cysteine-rich" ou CRP, on peut
noter des différences significatives entre les protéines P14 du BNYVV et P15 du PCV. Tout
d’ abord, la suppression du PTGS par les deux virus n’est pas identique, puisgue le PCV
supprime le PTGS dans la feuille entiére, alors que le BNYVV agit uniquement dans les
veines et lestiges de la plante. Par ailleurs, en expression transitoire, il semble que la protéine
P15 supprime le PTGS de fagon plus efficace que la protéine P14. De plus, au niveau de la

localisation subcellulaire, la protéine P15 se localise dans les peroxysomes alors que la
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protéine P14 se retrouve dans le cytoplasme et le nucléole. Toutes ces observations |ai ssent
donc a penser que le mode d’ action de ces deux protéines est tres certainement distinct.
Concernant la protéine P15, nous n'avons pas pu établir de lien direct entre la
localisation peroxysomale et la suppression du PTGS. |l faut néanmoins noter que cette
localisation semble avoir un réle important pour le cycle infectieux du virus, et ceci
probablement dans e mouvement de cellule a cellule ou a longue distance. En effet, un virus
délété des six aminoacides C terminaux de la protéine P15, et donc du signal d'adressage
peroxysomal SKL, saccumule normalement dans des protoplastes BY -2 infectés, maisil est
incapable d'infecter une plante entiere (cf. publication n°1). Il nous reste maintenant a
déterminer si ce role dans le mouvement de cellule a cellule peut étre mis en parallele avec la
suppression ou S'il est tout autre. |l est intéressant de noter que la présence du motif SKL est
conservée parmi guelques protéines CRP codées par des virus tres différents. On peut
supposer gue la localisation peroxysomale joue un réle au niveau du silencing systémique,
puisgqu’ elle ne semble pas avoir d effet sur la suppression du silencing local. La réponse a
cette question sera peut-étre apportée par la construction de tabacs transgéniques exprimant la
protéine P15 sauvage ou délétée du signal de localisation peroxysomale. Le croisement de ces
lignées avec des lignées rapporteuses de PTGS (par exemple la lignée GUS silencée 6b5
(Elmayan and Vaucheret, 1996)) montrera si la protéine P15 peut supprimer le PTGS dans
ces plantes. Par la suite, des expériences de greffe peuvent permettre d'adresser la question de
I'effet de la P15 sur le mouvement du PTGS. En effet, |a greffe d'une plante GUS sur une
plante 6b5 permet la transmission du PTGS au greffon, la greffe d'une plante GUS sur une
plante P15X6b5 permettra de voir si la protéine P15 a un effet sur le signal du silencing
systémique, comme cela a déja été décrit pour les protéines HC-Pro et 2b (Guo et Ding, 2002

; Mallory et al., 2001).
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On peut également imaginer que la localisation peroxysomale de la protéine P15 n'a
rien a voir avec la suppression, mais serait associée a une autre fonction. En effet, les
peroxysomes jouent de nombreux réles dans la cellule, ils interviennent dans les réactions de
[-oxydation des acides gras, dans les réactions de détoxification de la cellule (intervention de
la catalase), dans le cycle du glyoxylate et bien d autres encore (Parsons et al., 2001).
Récemment, la découverte de I’ existence d’une fonction relative aux espéces réactives de
I’ oxygéne et la présence d’ oxyde nitrique synthase dans les peroxysomes ont révélé un autre
réle qui pourrait étre en rapport avec la signalisation cellulaire (Corpas et al., 2001; del Rio et
al., 2002). En effet, les molécules de O,-¢, de H,O, et de NOe sont connues pour étre
impliquées dans la signalisation cellulaire suite a la perception d'un stress biotique ou
abiotique. Aing, il faut rappeler que I'infection par le TMV induit un burst oxydatif suite ala
perception de la protéine de coque, burst qui va étre a I’ origine de toute une cascade de
réactions conduisant a la réponse hypersensible et a la mort des cellules infectées (Allan et
al., 2001). A coté de sa fonction de suppression du PTGS, on peut donc trés bien imaginer
gue la localisation peroxysomale de la protéine P15 permettrait d'inhiber la réaction

d'hypersensibilité et lamort cellulaire.

Quant a la protéine P14, les résultats que nous avons rapportés sont encore
préliminaires et demandent confirmation. Dans un premier temps, il faudra vérifier la
localisation de la protéine P14 par immunomarquage de cellules infectées par lesRNA 1 et 2
du BNY VYV, puis contréler son adressage hors contexte viral. Sa présence dans le nucléole est
a rapprocher de sa propriété de fixation aux acides nucléiques via un motif en doigt de zinc
(Hehn, 1995). Les perspectives soulevées par ce résultat sont trés attractives et pourraient

permettre de révéler un mode d'action de la suppression du PTGS encore inconnu. C'est

67



Chapitre |

pourquoi il apparait donc important de déterminer le motif de ciblage nucléolaire afin de
savoir s cette localisation est nécessaire al'activité de la protéine P14.

Enfin, pour mieux comprendre le mode de fonctionnement des protéines P14 et P15,
nous avons entrepris |'éude d'Arabidopsis thaliana transgéniques exprimant ces protéines en
collaboration avec H. Vaucheret al’'INRA de Versailles. Le croisement avec des lignées GUS
silencées a permis de montrer que la protéine P15 était capable de supprimer le PTGS dans ce
systéme. Par ailleurs, les plantes exprimant la protéine P15 ont une morphologie trés
perturbée par rapport aux plantes sauvages et ceci, que la protéine P15 posséde ou non le
signa d’adressage aux peroxysomes. || semble donc que I’ activité de suppression de cette
protéine perturbe le développement de la plante et cette observation rejoint celles déja faites
par d'autres auteurs sur les plantes exprimant les protéines PL/HCPro du TEV ou P19 du
TBSV (Mallory et al., 2001!; Silhavy et al., 2002). || reste cependant a déterminer si la
perturbation du développement est liée a l'activité de suppression ou si les deux phénomeénes

peuvent étre découplés comme dans le cas de la protéine HCPro (Mallory et a., 2002).
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CHAPITRE 11

Etude dela suppression du PTGS par les Luteoviridae

|. Suppression du PTGS par la protéine PO du BWYV

Tout comme pour le PCV et le BNYVV, nous avons cherché a identifier la protéine
responsable de la suppression du PTGS chez un autre virus étudié au laboratoire, le BWYV
qui appartient au genre polerovirus. Ce dernier possede des propriétés biologiques trés
différentes des benyvirus ou des pecluvirus. En effet, nous avons vu dans I’ introduction, que
ce virus était obligatoirement transmis par puceron et que sa multiplication était limitée aux
tissus du phloéme. Rappelons également que les travaux réalisés jusqu’a présent au
laboratoire ont attribué les fonctions de réplication, d’encapsidation et de transmission
respectivement aux protéines P1-P2, P3 et P5 (voir figure In-14 pour I’ organisation
génétique). Quant a la protéine P4, elle semble jouer un réle dans le mouvement a courte
distance (Tacke et al., 1991 ; Tacke et al., 1993). Enfin, la protéine PO n’' avait pas encore de

role défini.

1. Réledela protéine PO
La protéine PO est la moins conservée dans le genre polerovirus et elle est absente du
genre luteovirus (Guilley et al., 1995). Bien qu’ étant le produit le plus abondamment exprimé
lors d’une traduction in vitro du RNA viral dans les germes de blé (Veidt et al., 1992), la
protéine PO n’a jamais pu étre détectée dans les plantes ou les protoplastes infectés par un
polerovirus. Néanmoins, I'utilisation de la mutagenése dirigée semble indiquer que la

protéine PO joue un rdle dans le cycle d'infection virale. En effet, dans le cas du BWYV,
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I'absence de synthése d'une protéine PO fonctionnelle entraine une baisse de I’ accumulation
des RNA viraux dans les plantes et dans les protoplastes infectés (Ziegler-Graff et al., 1996).
De la méme fagon, des mutations nulles introduites dans I’ ORF 0 abolissent complétement
I"accumulation du RNA de PLRV dans des disques folliaires infectés (Sadowy et al., 2001).
Ces résultats suggerent donc que la protéine PO intervienne soit comme activateur de
réplication, soit pour aider le virus a contourner un mecanisme de défense de la plante.

Le rdle de la protéine PO comme facteur de pathogénicité a été confirmé en infectant
des plantes N. benthamiana wt avec une construction PV X-P0O qui Sest avérée étre trés
virulente comparée a une construction PV X sauvage. Ce résultat suggérait un réle de
suppresseur pour la protéine PO et nous avons donc utilisé la technique d’expression
transitoire par agro-infiltration pour confirmer ce role potentiel. Par la suite, nous avons
montré que cette activité était également associée a la protéine PO de deux autres polerovirus,
le CABYV (Cucurbit Aphid-Borne Yellows Virus) et le PLRV.

Cependant, I’infection par le BWYV (par puceron virulifere ou par greffe de plante
infectée) de plantes GFP ou le silencing est déja établi ne permet pas de supprimer le PTGS
(résultats non publiés). Par contre, cela est possible lorsque le cDNA du RNA du BWYV est
placé dans un vecteur binaire pour étre agro-infiltré. De fagon surprenante, la suppression du
PTGS par le virus se fait de maniére beaucoup moins efficace qu'avec le seul gene PO placé
dans ce méme vecteur binaire. En fait, nous avons montré gu'une basse expression de la
protéine PO a partir du génome viral était responsable de cette faible activité de suppression.
Cela nous a conduit a analyser e contexte nucléotidique autour de I'AUG initiateur de I'ORF
0 et nous avons constaté que celui-ci était loin d’ étre optimal. Nous avons donc optimisé ce
contexte pour augmenter |'efficacité de traduction de la protéine PO et donc améliorer

I'activité de suppression de cette protéine exprimée a partir du génome viral. Cependant, ces
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mutations ne sont pas stables in planta et nous avons émis I'hypothése que le BWYV régulait

I'expression de son suppresseur par un mécanisme que nous avons entrepris d'analyser.

Ces résultats sont présentés et détaillés dans la publication n° 2!:

PO of Beet Western Yellows Virus Is a Suppressor of Posttranscriptional Gene

Silencing (2002). Publié dans Journal of Virology, Vol 76 n°13, 6815-6824.
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2. Recherche defacteursrégulant I’ expression de la protéine PO

L’ optimisation du contexte nucléotidique autour du codon d’initiation de la traduction
de I’ORF 0 n'ayant pas permis de détecter la protéine PO (voir publication n°2), nous avons
imaginé gu'une autre protéine codée par le génome viral pourrait intervenir dans ce
mécanisme. Pour vérifier cette hypothése, nous avons donc utilisé une série de constructions
virales avec des délétions dans toutes les ORF a |'exception des ORF 1 et 2 codant pour la
réplicase virale. Nous avons ensuite agro-infiltré ces différents mutants sur N. benthamiana
afin de tenter de détecter la protéine PO. Nous disposions de mutants dans I'ORF 3 (mutant
6.26), I'ORF 5 (mutants 6.4 et 6AH3) et I'ORF 4 (mutant 5.1845) (cf. figure 11-1 @). L’ analyse
par Western blot des feuilles agro-infiltrées avec ces constructions n'a révélé aucune
accumulation de la protéine PO en quantité détectable (cf. figure I1-1 b) ; le témoin est
représenté par la protéine PO accumul ée aprés agro-infiltration du plasmide pBin-PO.

Nous avons également tenté d’exprimer la protéine PO en insérant sa séguence
codante dans le plasmide pBin-BW en lieu et place de celle de |a protéine de capside (P3).
Ainsi, la protéine PO sera synthétisée a partir du RNA subgénomique colinéaire alarégion 3
terminale du génome du BWYV (cf. figure In-14), RNA qui est normalement un messager
tres efficace pour la protéine P3. En principe, la protéine PO sera donc exprimée en grande
guantité et de maniére décalée dans le temps. En effet, il faudra d'abord que le virus assure la
traduction de laréplicase (P1-P2) nécessaire ala synthése du RNA subgénomique afin d'avoir
expression de I'ORF 0 présente dans la région 3' terminale du génome. Deux constructions
ont été réalisees dans cette optique : le clone pBin-BW/POg, qui possede deux séquences
codant pour la protéine PO, |'une dans sa position habituelle a I'extrémité 5', 'autre dans la

région 3' terminale et le clone pBin-BWm/POS. qui n'exprime que I'ORF 0 se trouvant a

I'extrémité 3' du génome, I'AUG initiateur de I'ORF 0 ayant été muté et une délétion de 29 nt

ayant été introduite en amont de I'ORF 1 (cf. figure I1-2 a).
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L’ analyse par Western blot des protéines totales extraites de feuilles agro-infiltrées
avec ces constructions montre gue la protéine PO s'accumule en grande quantité lorsqu’elle
est exprimée a partir de I’ARN subgénomique (cf. figure 11-2 b). Par ailleurs, les feuilles
infiltrées avec les constructions BW/PO, et BWPO/P0O, montrent une forte nécrose 5 jours
apres infection (cf. figure 11-2 ¢) ce qui rappelle les résultats obtenus avec la construction
PV X-P0 a savoir que la surexpression de PO dans un contexte viral augmente tres fortement

la pathogénicité du virus et entraine la mort de la plante.

3. Localisation subcellulaire de la protéine PO

Dans le but de mieux appréhender le mode de fonctionnement de la protéine PO, nous
avons cherché a déterminer salocalisation subcellulaire. Nous avons utilisé deux approches!:
I’expression de protéines de fusion PO-EGFP (POEG) et EGFP-PO (EGPO) a partir d' un
vecteur viral PV X, et |’expression transitoire par bombardement des mémes protéines de
fusion sous contréle du promoteur 35S du CaMV dans le vecteur pQ (contenant la séquence
Q activatrice de la traduction du TMV, cf. M&M 111-2 b) (cf. figure 11-3 @). Ces expériences
de localisation ont été faites dans des protoplastes de cellules de tabac BY-2 pour les
constructions virales ou dans des cellules BY -2 non traitées pour le bombardement.

L es premieres observations ne semblent pas montrer de différences majeures pour les
infections de protoplastes avec les constructions virales PV X-POEG et PVX-EGPO : dans les
deux cas, les protéines de fusion semblent se localiser dans des amas répartis dans le
cytoplasme de la cellule (cf. figure I1-3 b). Lorsque les protéines de fusion sont exprimées
seules dans un vecteur d’ expression transitoire pQ, les différences entre les localisations des
protéines POEG et EGPO sont minimes. En effet, |’ observation en microscopie confocale de
cellules BY -2 bombardées avec la construction POEG révéle un marquage sous forme

d’ agrégats répartis dans le cytoplasme (cf. figure 11-3 ), marquage que I'on retrouve avec la
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construction EGPO mais de maniére un peu plus diffuse (cf.figure 11-3 ¢). Les deux types de
constructions (virales ou transitoires) donnent donc des résultats comparables.

Nous avons ensuite testé la fonctionnalité de ces protéines de fusion dans la
suppression du PTGS en employant la technique d'expression transitoire par co-infiltration ou
"patch test". Seule la construction POEG supprime efficacement le PTGS de maniere
équivalente ala protéine PO seule : lafluorescence de la GFP et I'accumulation des mRNA de
la GFP dans les zones co-infiltrées pBin-GFP+pBin-POEG sont similaires a ce qu'on obtient
avec pBin-GFP + pBin-PO (résultat non présenté). Ce résultat signifie que des études plus
poussées sur la localisation de la protéine PO pourront étre entreprises dans |'avenir en

utilisant la construction POEG.

II. Suppression du PTGS par leBYDV, un luteovirus

A I'inverse des polerovirus, les virus appartenant au genre luteovirus ne présentent pas
d'ORF 0 sur leur génome, mais une ORF 6 en 3' qui n'est pas présente chez les polerovirus
(cf. figure 11-4 b). Le troisiéme genre des Luteoviridae, les enamovirus, possede une ORF 0,
mais n'a pas dORF 4 et I'ORF 5 est plus courte (cf. figure I1-4 c). Nous avons donc effectué
des expériences en vue d'identifier le candidat au réle de suppresseur du PTGS parmi les
protéines codées par le BY DV, un luteovirus. Cette étude a été initiée en collaboration avec
Aurélie Rakotondrofara du laboratoire d'Allen Miller au Plant Sciences Institute a Ames,
lowa (USA) et nous nous sommes plus particuliérement intéressés aux protéines P4 et P6 du
BYDV-PAV (le membre type des luteovirus, PAV représente le sérotype et dérive du nom

des pucerons transmettant ce virus!: Rhopal osiphum padi et Macrosi phum avenea).
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1. Réle des protéines P4 et P6

Les expériences de Chay et al. (1996) démontrent sans ambiguité que le produit de
I'ORF 4 du BYDV (d'une taille de 17 kDa) intervient dans le mouvement du virus dans la
plante. Quant a I'ORF 6, elle code pour une protéine putative de 4kDa qui pourrait étre
synthétisée a partir du RNA subgénomique 2 (cf. figure 11-4 b) (Wang et al., 1999). Sa
fonction n'est pas connue, mais on sait que la séquence nucléotidique couvrant I'extrémité 3'
de I'ORF 5 et la moitié 5' de I'ORF 6 stimule I'initation de la traduction de I'ORF 1 aors
gu'une mutation de I'AUG de I'ORF 6 n'affecte pas la réplication dans les protoplastes
(Mohan et al., 1995 ; Wang et al., 1999).

Pour identifier la protéine du BYDV responsable de la suppression du PTGS, nous
avons donc utilisé I'approche classique consistant a cloner les ORF 4 et 6 dans le vecteur
binaire utilisé dans les expériences de "patch test" (cf. figure 11-5 a). Les premiéres
expériences de co-agroinfiltration des constructions pBin-GFP + pBin-P4g, ou pBin-P6 nous
ont permis de montrer que seule la protéine P4 présente une activité de suppression du PTGS
(cf. figure 11-5 b). Cependant, celle-ci est trés faible comparée al’ activité de suppression de la
protéine PO ; en effet, la fluorescence verte dans la zone infiltrée est peu prononcée et les
MRNA de la GFP saccumulent beaucoup moins dans les feuilles co-infiltrées avec les
constructions pBin-GFP + pBin-P4;, gu'avec les constructions pBin-GFP + pBin-PO (cf.
figure 11-5 b et c). Ceci peut étre di au fait que le BYDV infecte uniqguement les
monocotylédones, alors que les expériences sont réalisées sur N. benthamiana, une
dicotylédone. Il faut noter toutefois, que I'accumulation des SsSRNA n'a pas lieu dans les
feuilles co-infiltrées pBin-GFP + pBin-P4g, (cf. figure 11-5 c) ce qui traduit effectivement une

activité de suppression du PTGS.
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2. Comparaison entrelesprotéines P4 du BYDV et du BWYV
Bien que nous ayons identifié la protéine PO comme le suppresseur du PTGS chez le
BWYV et compte tenu du réle de la protéine P4 chez le BYDV, il était intéressant de
comparer |es activités des protéines P4 des deux genres de virus.

Nous avons donc réalisé des expériences de co-agroinfiltration avec une construction
pBin-P4g,, en paralléle avec une construction pBin-P4g,. Les résultats obtenus confirment

gue l'activité de suppression est portée par la protéine PO chez le BWYV : en effet, la
protéine P4 du BWYV, bien que détectée facilement dans les zones infiltrées (cf. figure [1-6
b), ne possede aucune activité de suppression (cf. figure I1-6 a). Dans les deux genres
polerovirus et luteovirus, la protéine P4 ne joue donc pas le méme réle. Enfin, comparée a la
protéine PO, |'activité de suppression de la protéine P4 du BYDV est trés faible et il sera
intéressant de tester d'autres isolats de BYDV ou d'autres virus apparentés afin de vérifier si

toutes les protéines P4 du genre luteovirus possedent cette faible activité.

[11. Conclusions

Lafonction de la protéine PO des polerovirus est longtemps restée mystérieuse, et ceci
en grande partie parce qu’ on ne pouvait pas détecter cette protéine dans les plantes infectées.
Gréce aux expériences décrites dans ce chapitre, nous avons pu montrer que cette protéine
joue le réle de suppresseur du PTGS chez le BWYV mais également chez d’autres
représentants du genre polerovirus, comme le CABYV et le PLRV. Ces résultats sont tout a
fait en accord avec les données expérimentales existantes qui attribuaient un role de facteur
de pathogénicité a la protéine PO du BWYV et du PLRV (van der Wilk et al., 1997). En
dehors de son réle de suppresseur de PTGS, nous avons pu également montrer que la

synthese de la protéine PO est régulée lorsqu'elle est exprimée en contexte viral. En effet, en
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optimisant le contexte nucléotidique autour de I'AUG initiateur de I'ORF 0, nous avons pu
augmenter la capacité de suppression du virus, mais toujours sans pouvoir détecter la
protéine. Curieusement, cette optimisation du contexte nucléotidique autour de I'AUG de
I'ORF 0 a un effet délétére sur la réplication du virus, ce qui peut sexpliquer si on admet
gu'une augmentation de I'efficacité de I'initiation de la traduction de I'ORF 0 va se faire au
détriment de l'initiation de la traduction par "leaky scanning” de la réplicase codée par les
ORF 1 et 2. Les mutations secondaires observées dans la descendance du virus "optimisé"
vont par contre diminuer |’ efficacité d'initiation de la traduction de PO, et augmenter le taux
d’ expression de laréplicase ce qui sera un avantage sélectif face aux virus ne subissant pas de
mutations secondaires. Au vu des résultats obtenus qui rendent compte de la complexité des
mécanismes de régulation de |'expression de la protéine PO, d'autres expériences sont
nécessaires pour tenter d'identifier le ou les autres facteurs cellulaires et/ou viraux impliqués.

Lorsgue la protéine PO est exprimée a partir du RNA subgénomique ou a partir du
PV X, c'est-a-dire dans un contexte viral, il y a une augmentation des symptémes causés par le
virus qui peut aller jusgu'a entrainer la mort de la plante (cf. publication n°2 et figure 11-2). 11
semble logique de penser que cette observation découle directement de |’ activité de
suppression de la protéine PO. Le méme type d'observation avait d§ja été fait dans le cas de la
protéine HCPro qui peut également augmenter la pathogénicité d’ un virus non apparenté
(Pruss et al., 1997). Dans le cas du BWYYV, l'intérét pour le virus serait donc de ne pas
synthétiser la protéine PO en trop grandes quantités afin de maintenir la plante infectée en vie.
On peut donc imaginer qu'il y a eu une co-évolution entre plante et virus pour |’ adaptation de
laforce de suppression en fonction du couple plante/virus.

Enfin, il faut également garder présent a I’ esprit que les polerovirus sont limités au
phloeme des plantes qu’ils infectent et que cette limitation tissulaire pourrait étre le fait d’un

mécanisme de PTGS, I'hypothése étant que les polerovirus sont incapables de supprimer le
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PTGS en dehors des tissus phloémiens (Barker et al., 2001). Nos résultats montrent que la
protéine PO exprimée hors contexte viral supprime le PTGS dans tous | es types tissulaires. On
peut donc proposer que cette limitation tissulaire puisse étre le fait d’ une régulation spatio-
temporelle de I’ expression de la protéine PO par le virus, plutt qu’ une incapacité a supprimer
le PTGS hors des cellules du phloéme.

Comme pour les protéines P14 et P15, I’ étude fonctionnelle de la protéine PO passera
par |’ obtention de plantes transgéniques exprimant cette derniere. C'est pourquoi des plants
de Nicotiana tabacum ainsi que d'Arabidopsis thaliana transgéniques sont en cours
d’ obtention au laboratoire. Dans le cadre de cette étude, O. Voinnet du Sainsbury laboratory
(Norwich, UK) envisage aussi de croiser des A. thaliana PO avec des A. thaliana GFP
silencés afin de voir si laprotéine PO peut supprimer e PTGS dans ce systeme.

Dans une optique plus appliquée, nous avons utilisé la propriété de la protéine PO de
supprimer le PTGS de fagon tres efficace et durable dans le temps pour surexprimer
fortement des protéines hétérologues par agro-infiltration. En effet, il a été montré que
|" aspect transitoire de |’ expression par agroinfiltration d’ une construction transgénique était
en partie d0 au silencing se mettant en place contre le messager du transgéne méme en
I” absence de gene homologue (Johansen and Carrington, 2001). Ce phénomene peut étre évité
en co-infiltrant un suppresseur de PTGS avec la protéine d’intérét (Johansen and Carrington,
2001). Cette technique a fait |’ objet d'un dépbt de brevet par Baulcombe et al. et la société
Plant Biosciences Ltd (Baulcombe et al., 2001) dans le but de surexprimer une protéine
d’intérét. La protéine PO a été rajoutée a la liste des suppresseurs viraux utilisables dans ce
procédé. L’ avantage de cette protéine par rapport a un autre suppresseur est la trés forte
augmentation de I’expression d’une protéine co-infiltrée (jusgu’a 50 fois) et la grande
durabilité du procédé. En effet, on peut voir sur lafigure 11-7, que la co-infiltration de feuilles

de N. benthamiana wt avec des constructions pBin-P4g,,, pBin-CPg,, ou pBin-GFP en
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présence de pBin-PO entraine une accumulation beaucoup plus forte de ces protéines qu'en
présence de pBin vide. De plus, ces protéines continuent a saccumuler entre 5 et 15 jours en

présence de protéine PO, alors qu'on observe I'effet inverse en absence de protéine PO ; cela

peut méme aller jusqu'ala disparition compléte de la protéine CPg, (cf. figure I1-7).

Nous avons également commence I'étude de lalocalisation subcellulaire de la protéine
PO. Les premieres tentatives réalisées en fusionnant la protéine PO avec la EGFP sont
encourageantes. En effet, nous avons obtenu une construction POEG fonctionnelle qui sera

utilisée pour préciser et éendre les observations préliminaires.
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CHAPITRE 111

Résistancedu BWYV au PTGSdirigé contre le gene codant pour la

proténe mineure de capside (ou protéine RT)

I. Utilisation du PTGS comme moyen de lutte anti-virale

Latransgénése a été utilisée de maniére intensive pour obtenir des plantes résistantes
aune infection virale et la découverte récente du phénomene de PTGS a ouvert de nouvelles
perspectives dans ce domaine. En effet, on sest rendu compte que la résistance a un virus
conférée par |'expression d'un géne viral était due la plupart du temps ala mise en place d'un
phénomene de PTGS induit par le virus. On peut distinguer deux types de résistances suite a
I'expression d'un gene vira : I'immunité et la récupération (recovery). Les plantes présentant
une immunité au virus ont déja développé un PTGS contre le transgene et le virus
correspondant sera donc immeédiatement reconnu et dégradé. Par contre, les plantes montrant
un phénomene de "recovery" ne sont pas résistantes au virus, I'infection se met en place dans
un premier temps, puis il y a induction par le virus d'un PTGS du transgene qui va donc
entrainer la dégradation du virus. En utilisant cette découverte, les chercheurs ont réussi a
obtenir diverses plantes résistantes a de nombreuses familles et genres de virus telles que
comovirus, rymovirus, Potyviridae, sobemovirus ou tospovirus (Jan et al., 2000b ; Neves-
Borgeset al., 2001 ; Pinto et al., 1999 ; Scorzaet al., 2001 ; Xu et al., 2001). Dans la plupart
de ces exemples, le géne viral utilisé est celui codant pour la protéine de capside ; en effet,
c'est le géne le plus conservé au sein d'un méme groupe. Ainsi, il est connu depuis quelques
années que |'expression de la protéine de capside du TEV dans des plantes transgéniques rend
ces plantes résistantes a la surinfection par ce virus (Lindbo et al., 1993). Cette résistance se

traduit par un phénomene de rétablissement (recovery) qui se met en place 4 a 5 semaines
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apres infection et qui résulte de la dégradation des mMRNA du transgéne mais également des
RNA viraux. Ce phénomene se produit également si le transgéne correspond a une forme non
traductible d'un géne viral (Lindbo and Dougherty, 1992). Par ailleurs, il est possible
d'obtenir une résistance multiple en exprimant des protéines de fusion de différents virus,
comme cela a été décrit pour le TuUMV (Turnip Mosaic Virus) et le TSWV (Tomato Spotted

Wilt Virus) (Jan et al., 20008).

II. VIGS dans des plantes exprimant la protéine mineure de capside (ou protéine
RT) du BWYV
Nous avons tenté d'exploiter le mécanisme décrit ci-dessus pour obtenir des plantes
résistantes au BWYV ou montrant une inhibition de la transmission du virus par puceron.
Pour ce faire, des plantes transgéniques exprimant |a protéine mineure de capside ou protéine
RT du BWYV (cf. figure In-14 pour |'organisation génétique) ont été obtenues. Cependant,
I'infection de ces plantes par le virus ne montrait pas de phénomeéne de résistance au BWYV
ni d'inhibition de la transmission malgré un PTGS du transgene RT. En d'autres termes, le
virus se révélait capable d'induire le silencing du transgéne RT sans étre affecté par ce PTGS.
Les mémes résultats ont été obtenus lorsqu'on inocule un autre polerovirus, le PLRV, qui
possede des homologies de séquence suffisamment importantes au niveau du gene de la
capside avec le BWY'V pour déclencher le VIGS du transgene ; dans ce cas |la également, le

PLRV se multiplie normalement dans la plante, malgre I'extinction du transgéne RT.

Ces résultats sont décrits dans la publication n°3 :
Virus-Induced Gene Silencing in Transgenic Plants Expressing the Minor Capsid
protein of Beet Western Yellows Virus (2002). Publié dans Molecular Plant

Microbe Interactions Vol. 15, No. 8, pp. 799-807.
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[11. Conclusions

L'utilisation de plantes transgéniques exprimant la protéine mineure de capside (RT)
du BWYV a permis de confirmer |'existence d'une activité de suppression du PTGS
développée par ce virus. En effet, I'infection de ces plantes transgéniques par le BWYV
déclenche un PTGS du transgene RT sans que le RNA vira ne soit affecté. On peut expliquer
cette protection du RNA viral de deux fagons : soit il est inaccessible & la machinerie de
dégradation, soit, ce qui est plus probable, |a protéine PO supprime spécifiqguement le PTGS
dirigé contre le virus. Dans la publication n°2, nous avons montré que la protéine PO
supprime le PTGS localement mais qu'elle ne semble avoir aucune action sur le PTGS
systémique. Cela peut donc expliquer pourquoi le PTGS dirigé contre le transgene peut se
mettre en place en dehors des tissus phloémiens puisque le virus, et donc la protéine PO, est
confiné dans le phloeme.

En revanche, cela n'expligue pas pourquoi, dans le phloéme, les RNA du transgéne
sont dégradés alors que les RNA viraux ne le sont pas. Dans ce cas, il faut émettre
I'nypothése d'une différence entre la nature des RNA viraux et des mRNA dérivés du
transgeéne. 1l a été décrit que certains virus, comme le CMV, se multipliaient bien mieux dans
des plantes mutées dans les genes SDE ou SGS impliqués dans la mise en place du PTGS
(Mourrain et al., 2000). En revanche, d'autres virus, comme le TRV (Tobacco Rattle Virus)
ou le TCV (Turnip Crinkle Virus), ne présentent pas daugmentation du taux de
multiplication dans ces plantes mutées (Dalmay et al., 2000; Dalmay et al., 2001). |l a été
proposé gue cette différence devait étre due a la nature des RNA viraux : ainsi les RNA du
CMV seraient reconnus par la branche SDE1/SGS2 dépendante du PTGS et |'accumulation
des RNA viraux se fera donc moins bien dans les plantes sauvages que dans les plantes

mutées dans SDE1/SGS2 ; par contre, les RNA de TCV ou de TRV ne seraient pas reconnus
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par lamachinerie cellulaire. Dans le cas du BWYV, le RNA viral ne doit pas étre ciblé par la
machinerie cellulaire, car la multiplication de ce virus ne semble pas stimulée dans les plantes
mutées sdel/sgs2 (résultats non publiés).

Plutét qu'une différence dans la nature des RNA viraux, on peut également proposer
gue le ciblage des RNA viraux par la branche SDE1/SGS2 dépendante est reliée au type de
suppresseur codé par le virus. En effet, il est intéressant de noter que les virus se multipliant
mieux dans les plantes sdel/sgs2 codent pour des suppresseurs impliqués dans la suppression
du mouvement du silencing systémique et non pas dans le silencing local. C'est le cas de la
protéine 2b du CMV, mais également de la protéine P25 du PV X qui fait également partie
des virus dont le RNA peut étre reconnu par la branche SDE1/SGS2 du PTGS (Voinnet et al.,
2000). Par contre, le BWYV, qui n'est pas affecté par cette voie (Brault, communication
personnelle), code pour un suppresseur qui semble n’avoir aucun effet sur le silencing
systémique. |l serait donc intéressant de voir si des virus comme le TRV ou le TCV codent
également pour des suppresseurs agissant au niveau du PTGS local. Cette hypothése pourrait
étre confirmée par I'utilisation d'une construction PV X exprimant la protéine RT du BWYV.
L'infection des plantes transgéniques RT par ce virus recombinant est en cours et devrait

entrainer I'extinction du transgéne mais également la dégradation des RNA viraux.

Il faut également garder a |’esprit que les observations faites sur ces plantes
transgéniques doivent étre liées a la classe du transgéne intégré. Suivant la classification de
Vaucheret, les transgénes peuvent étre répartis en différentes classes suivant leur capacité a
maintenir ou non le PTGS en absence de I'inducteur (Palauqui et Vaucheret, 1998, cf.
introduction page 20). Dans le cas présent, le transgéene RT serait donc un transgéne de classe
| et lemaintien du PTGS est lié ala présence de I’inducteur, i.e. le virus. Pour confirmer cette

hypothése, il faudrait pouvoir éliminer le virus afin de voir si le PTGS est maintenu ou non.
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CONCLUSION GENERALE

La découverte du mécanisme d'extinction de génes chez les plantes puis chez les
animaux est I'une des avancées les plus prometteuses de ces dernieres années dans le monde
de la biologie moléculaire. Les implications et les perspectives ouvertes par le RNAI sont
immenses et pourraient révéler des aspects encore insoupgonnés dans de nombreux domaines
de la biologie. Outre les possibilités offertes par I'utilisation du RNAi comme outil pour
étudier la fonction de genes, la compréhension précise des mécanismes de |'extinction de
génes est essentielle pour mieux cerner son réle. A ce sujet, il faut souligner que les études
réalisées chez les plantes contribuent pour beaucoup a notre compréhension actuelle du
phénomene du PTGS, et de nombreux points encore obscurs, comme le mouvement du signal
du PTGS, seront probablement éucidés dans un avenir proche.

Par ailleurs, la découverte du PTGS a également été une révolution dans le monde de
lavirologie végétale. En effet, il est maintenant clairement établi que le réle prédominant du
PTGS chez les plantes est de prémunir celles-ci contre les infections virales. Et le fait que les
virus végétaux ont la capacité de supprimer le PTGS renforce encore cette idée. Depuis
guelques années, plusieurs suppresseurs viraux du PTGS ont été identifiés (Li and Ding,
2001; Voinnet et al., 1999) et leur étude contribue a résoudre certaines questions concernant
le mode d'action du PTGS. En effet, les protéines virales suppresseurs agissent a différents
niveaux de la cascade de réactions conduisant au PTGS, ce qui peut permettre de les utiliser
comme outil pour adresser un aspect précis du phénomeéne encore incompris. Ainsi, la
découverte récente d'un suppresseur de PTGS, la protéine P19 du CymRSV (Cymbidium

Ring Spot Virus), capable de fixer les SRNA, marqueurs de PTGS, et de bloquer le signal du
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PTGS systémique (Silhavy et al., 2002) pourrait apporter des é éments de réponse quant ala
nature du signal systémique.

Toujours dans cette optique, nos travaux apportent une contribution a I'étude du
mécanisme du PTGS, a travers l'identification de nouveaux suppresseurs tels que les
protéines P15 du PCV et P14 du BNYVV qui font partie d'un groupe de protéines viraes
riches en cystéine (CRP) retrouvées chez diverses familles de virus. L'analyse de ces
protéines a cependant révélé gqu'elles étaient treés différentes par leurs propriétés. Ainsi, la
protéine P15 fonctionne sous forme multimérique et se localise dans les peroxysomes, une
localisation qui ne semble pas essentielle au fonctionnement de la protéine P15, du moins
dans le systéme utilisé. Il est intéressant toutefois de noter que, contrairement a d'autres
organites, les peroxysomes ne possedent qu'une simple membrane et sont capables d'importer
des protéines sous forme native ou oligomérique (Subramani, 1996) ; de plus, une protéine
possédant un signal d'adressage peroxysomal peut entrainer une protéine n'en possédant pas
dans les peroxysomes (Lee et al., 1997). On peut donc proposer que la protéine P15
fonctionne en complexant un facteur cellulaire nécessaire a la mise en place du PTGS et
accessoirement, le ségquestre dans les peroxysomes. La purification de peroxysomes a partir
de plantes sauvages saines ou infectées par le PCV et de plantes transgéniques P15" permettra
de répondre ala question de I'existence d'une protéine additionnelle dans leur matrice.

Laprotéine P14, quant a elle, se localise dans le cytoplasme et Ie nucléole des cellules
infectées par le BNYVV et est un suppresseur beaucoup moins efficace. On ne sait pas
encore si lalocalisation nucléolaire est nécessaire a son activité, mais on sait qu'une protéine
humaine de type RNase |1l a été mise en évidence dans le noyau et |e nucléole des cellules
HelL a (Wu et al., 2000). Chez les plantes, par contre, on ignore encore si une enzyme de type
RNase |11 (comme Carpel Factory) peut se localiser dans ces structures. Si tel était lecaset s

la localisation nucléolaire de la protéine P14 se confirmait, on pourrait imaginer que la
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protéine P14 inactive une étape nucléaire du PTGS. Des études supplémentaires sont donc
encore nécessaires avant d'élucider de maniere plus approfondies les modes d'action

respectifs des protéines P15 et P14.

Par ailleurs, nous avons également montré que la protéine PO des polerovirus, de réle
jusqu'alors inconnu, est un suppresseur fort de PTGS. De maniére surprenante, nous avons pu
démontrer que le BWYV régule fortement I'activité de son suppresseur, ce qui pourrait
expliquer larestriction de ces virus aux tissus du phloeme. Nous avons également commencé
a étudier lalocalisation subcellulaire de cette protéine et les premiéres observations montrent
qu'elle semble se concentrer dans des agrégats répartis dans le cytoplasme. A I'heure actuelle,
il est difficile de prédire la nature exacte de ces agrégats, mais des données récentes suggerent
gue la protéine PO du PLRV serait impliguée dans la formation de vésicules double
membrane (van Bel et al., 2002). A I'avenir, il faudra donc essayer de reproduire ces résultats
avec la protéine PO du BWYV, ce qui permettrait de proposer un mode de fonctionnement
original pour la suppression du PTGS : les vésicules double membrane pourraient former une
cage protectrice ou le RNA viral serait al'abri du PTGS.

Enfin, des A. thaliana transgéniques PO*, P14" et P15" sont en cours d'obtention ou
déja disponibles et savéreront tres utiles pour progresser dans la compréhension des

meécanismes de suppression du PTGS utilisés par ces différentes protéines.

Une autre partie du travail a été réalisée sur des plantes transgéniques exprimant la
protéine mineure de capside du BWYV. Cette protéine de 74 kDa est impliguée dans la
transmission du virus par le puceron vecteur et ces plantes avaient tout d'abord été obtenues
dans le but de conférer une résistance au virus ou d'inhiber la transmission par le vecteur.
Toutefois, I'infection de ces plantes par le BWYV n'a pas permis de mettre en évidence de
meécanisme de résistance malgré une mise en place d'un PTGS dirigé contre le transgéne RT
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qui n'affecte pas le virus. Ces résultats confirment donc que la protéine PO joue bien un réle

dans la protection du virus contre le mécanisme de PTGS.

Les résultats que nous avons obtenus au cours de ces trois années associés a ceux
publiés par d'autres auteurs montrent que la suppression du PTGS semble étre une
caractéristique commune a beaucoup de virus de plante sinon a tous les phytovirus.
Néanmoins, on peut se demander si cette caractéristique est limitée aux virus des végétaux.
Lestravaux de Li et al. (2002) semblent suggérer que ce n'est pas le cas. En effet, ces auteurs
ont identifié chez un virus infectant a la fois les plantes et la drosophile, le FHV ou Flock
House Virus, une protéine capable de supprimer le PTGS dans la plante et protégeant le virus
contre le RNAI dansles cellules d'insecte (Li et al., 2002).

Jusqu'a présent, les applications du RNAIi dans le domaine de la santé paraissaient
limitées car I'introduction de molécules de RNA db dans les cellules de mammiféres
déclenche une réponse non spécifique médiée par la protéine kinase RNA dépendante (PKR)
qui va phosphoryler le facteur elF-2a. avec comme conséquence un arrét de la traduction et
I'entrée en apopotose (Gil and Esteban, 2000). Toutefois, en utilisant directement des
molécules de siRNA de 21-23nt, on arrive a contourner cette réponse déclenchée par des
molécules de RNA db de plus de 30 nt et ainduire le RNAi d'un géne cellulaire (Elbashir et
al., 2001c). Enfin, tout récemment, en transfectant des cellules avec des S RNA homologues
de séquences virales, des chercheurs ont également réussi a diriger le RNAI contre des virus
animaux tels que le HIV ou le poliovirus empéchant ainsi |'infection de ces cellules par le
virus (Gitlin et al., 2002; Jacque et al., 2002). Chez les mammifeéres, le systéme de RNAI
semble donc étre actif contre les virus méme sil doit étre masqué en temps normal par le
systéme PKR. Bien sir, cela souléve également la possibilité, fascinante sur le plan

fondamental mais beaucoup moins d'un point de vue médical, que les virus de mammiferes, a
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I'image des phytovirus, aient également développé un systeme pour se prémunir contre le

meécanisme du PTGS.
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MATERIEL ET METHODES

|. Multiplication et purification du BNYVV, du PCV et du BWYV

1. Viruset plantes hétes
a LeBNYVV
Au laboratoire, nous travaillons avec des isolats artificiels de BNYVV. Ces isolats
sont obtenus, par inoculation sur C. quinoa, de transcrits infectieux synthétisés in vitro a
partir des cDNA complets correspondant aux RNA 1, 2, 3 et 4 du BNYVV (Quillet et al.,
1989). L'isolat d'origine ayant permis le clonage des cDNA complets est I'isolat francais F2

provenant de betteraves virosées de larégion de Muret (Putz and Kuszal a, 1978).

b. Le PCV
L'isolat de PCV (PCV2) étudié au laboratoire provient de Thyssée-Kaymor (Sénégal)
(Manohar et al., 1993). Lorsqu'il infecte I'arachide (Arachis hypogaea), il provogque un
nanisme de la plante et |'apparition de taches annulaires au niveau des feuilles. Cet isolat est
transmissible par les graines. A partir des clones cDNA entiers du PCV2, un isolat artificiel

infectieux a été obtenu au laboratoire (Herzog et al., 1998).

c. LeBWYV
Le clone infectieux utilisé dans les travaux rapportés dans ce mémoire a été obtenu a
partir de la souche FL1 du BWYV, isolée a partir de laitue et provenant de I'INRA de
Montfavet (Veidt et al., 1988).

d. Plantes hotes

Deux plantes hétes ont principalement été utilisées dans les travaux décrits dans ce
mémoire : Chenopodium quinoa , héte du BNYVV, qui répond a l'infection virale par
I'apparition de Iésions locales chlorotiques et nécrotiques au niveau des feuilles inocul ées, et
Nicotiana benthamiana, plante chez laquelle les trois virus PCV, BNYVV et BWYV
provoquent une infection systémique qui se traduit, dans le cas du PCV, par la formation de
marbrures et de Iésions chlorotiques au niveau des feuilles apicales!; I'infection par le
BNYVV provoque des symptdmes tres légers et |’ inoculation du BY WV induit une chlorose

desfeuilles entre les nervures.
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2. Purification du BNYVV et du PCV

LeBNYVV et le PCV sont purifiés selon un protocole identique (Bouzoubaa, 1998).
L’ amplification alieu dans C. quinoa pour le BNYVV et N. benthamiana pour le PCV. Aprés
dix jours de virose, les feuilles inoculées, dans le cas du BNY VYV, et les feuilles apicales,
dans le cas du PCV, sont récoltées et broyées dans du tampon borate de sodium 100 mM pH
9 additionné de tétrachlorure de carbone dans des proportions respectives de 170 ml et 100
ml pour 100 g de feuilles. Le broyat est ensuite clarifié par une centrifugation de 30 min a
8000 rpm et filtré sur Miracloth. Le virus est précipité par addition de 0,8 % NaCl et 2 %
PEG 6000 pendant 5h a 4°C sous agitation douce, puisil est sédimenté par une centrifugation
de 20 min a 12000 rpm et remis en suspension dans 100 ml de tampon borate de sodium 10
mM pH 9. Une seconde précipitation au PEG/NaCl est effectuée et le culot est remis en
suspension dans 30!ml de tampon borate de sodium 10 mM pH 9 puis ultracentrifugé a
travers 7 ml d'un coussin de saccharose 20 % pendant 2 h a 35000 rpm. Le culot de virus est
finalement remis en suspension dans 1 ml de tampon borate de sodium 10 mM pH 9. Les
rendements moyens d'extraction se situent entre 2 a 8 mg de virus pour 100 g de feuilles. Le
virus peut ensuite étre déposé sur un gradient de Nicodenz 50 % final préparé dans du tampon
TrissHCI 10 mM pH 8 et centrifugé une nuit a 47 000 rpm a une température de 15°C.

3. Purification du BWYV

Les lutéovirus restant confinés dans les tissus conducteurs du phloéme, la technique
d'extraction nécessite I'utilisation d'enzymes de type cellulase et macérozyme. Le rendement
d'extraction reste cependant faible puisqu'il est de I'ordre de 1!mg de virus par kg de feuilles
infectées pour le virus sauvage et inférieur au milligramme pour les mutants.

Toutes les centrifugations sont réalisées a 15°C et |e stockage des suspensions se fait
atempérature ambiante pour éviter toute précipitation du virus pendant la purification.

300 g de feuilles infectées et congel ées sont broyés dans 600 ml de tampon citrate de
sodium 0.1 M pH 6 (tampon citrate), contenant 0.5% de macérozyme R-10, 0.5% de
cellulase, 0.5% d'éthanol et 0.1% d'acide thioglycolique. L'homogénat est transféré dans un
bécher et agité doucement pendant 4 h a 25°C.

450 ml d'un mélange (1/1) de chloroforme et de n-butanol sont ensuite ajoutés, le tout
étant homogénéisé vigoureusement pendant 2 min. Cette émulsion est centrifugée a 10000
rpm pendant 15 min dans un rotor JA-14 (Beckmann). A la phase aqueuse collectée sont
gjoutés 4!ml de Triton X-100 (0.5% final). Aprés une agitation de 30 min, du PEG 6000 et du
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NaCl sont additionnés a des concentrations finales de 8% et de 0.4 M respectivement. Cette
préparation est agitée pendant 1 h puis laissée au repos a température ambiante pendant 45
min minimum. Cette incubation peut se prolonger toute la nuit.

Suite a une centrifugation de 20 min a 12000 rpm, les culots sont remis en suspension
dans 90 ml de tampon citrate contenant 5% d'éthanol, puis laissés sous agitation pendant 1h
(durée extensible 216 h).

Apres une centrifugation de 15 min a 9000 rpm, le surnageant qui contient la
suspension virale est réparti sur plusieurs coussins de saccharose a 30% (de 8 ml chacun)
préparés dans du tampon citrate contenant 0.5% d'éthanol. Apres 2h30 de centrifugation a
35000 rpm (rotor 50.2 Ti), les culots obtenus sont repris dans 2 ml de tampon citrate de
sodium 0.1 M pH6.

On prépare des gradients de 20 a 50% de saccharose par congélation-décongélation
d'une solution de saccharose a 25% préparée dans du tampon citrate. La suspension de virus
est ensuite déposée sur ces gradients et centrifugée pendant 2h30 a 35000 rpm (rotor SW!41).
Le matériel viral est visualisée al'obscurité avec un éclairage en fibre optique et collectée en
aspirant la bande fluorescente gréce a une seringue. La concentration en virus est déterminée

en se basant sur une valeur d'un coefficient d'extinction de 8.6. Le virus est stocké a-80°C.
I1. Infection de plantes et de protoplastes
1. Inoculation mécanique (PCV et BNYVV)

Pour I'inoculation mécanique de plantes C. quinoa ou de N. benthamiana &gées de 6 a
8 semaines, chaque feuille est saupoudrée de célite, puis est frottée avec 30 ul de solution

d'inoculation :
-RNA vird S Hg
ou transcrits 10 ug
-Macaloid 0,5 % 20 pl
-Tampon phosphate de Na500 mM pH 7,5 25 ul
-tRNA entraineur 5ul
-H,O gsp 200 pl

A raison de 30 pl/feuille et 3 feuilles/plantes.
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2. Inoculation par puceron (BWYV)

Les pucerons de I'espece Myzus persicae ou puceron vert du pécher proviennent de
I'élevage de I'lNRA de Colmar. Les pucerons sont élevés sur des jeunes plantes de piment,
espéce non-héte du BWYV. Des colonies de pucerons viruliféres de la méme espece sont
également maintenues sur des féveroles infectées par le BWYV. Les élevages sont maintenus
dans une piéce climatisée a 20°C +2, avec une photopériode de 16 h de clarté et une humidité
de 40%.

L es expériences de transmission de virus sont réalisés avec des pucerons M. persicae

du 2€Me et 38Me gtade |arvaire provenant des élévages sur piment. Elles sont constituées de
deux étapes successives conditionnées par le mode de transmission persistant et circulant du
BWYV : I'acquisition du virus par les pucerons, a partir de différentes sources de virus
(plantes, protoplastes et préparations virales), et I'inoculation du virus a la plante-test M.
perfoliata par ces mémes pucerons. Ces deux étapes se font sous un éclairage de 16 h et a
température ambiante. Aprés inoculation, les plantes-tests sont logées dans des pieces
climatisées (20°C +2 et 60 a 80 % d'’humidité) et sous un éclairage de 16h. Les tests de

transmission ont été réalisés par V. Brault al'lNRA de Colmar.

a. Acquisition sur feuille:

Quatre a cing semaines apres |'agroinocul ation, des feuilles entiéres sont prélevées sur
les plantes de N. clevelandii. Ces feuilles sont tout d'abord lavées sous un fort jet d'eau du
robinet pour les débarrasser de leurs poils épidermiques. Elles sont ensuite placées en survie
dans des boites “Bonnemaison“, boites qui permettent |'alimentation en eau et I'isolement de
la feuille du milieu extérieur. A I'aide d'un pinceau, 200 pucerons provenant de |'élevage sur
piment sont déposés sur ces feuilles. Apres une acquisition de 24!h, les pucerons sont
transférés sur les plantes-tests M. perfoliata isolées sous des cylindres recouverts d'un voile.

Cette deuxiéme étape correspond a la période d'inoculation qui dure entre 72 et 96 h. Les
pucerons sont finalement éliminés par un traitement insecticide (mevinphos Phosdri n®

0,4%). Les plantes sont ensuite placées dans des logettes climatisées pour une durée de trois a

quatre semaines avant d'étre testées par ELISA.

b. Acquisition sur membrane a partir d'une solution de virus purifié

150 a 200 pucerons sont déposés dans un cylindre de 2.5 cm de diamétre et 5 cm de

haut fermé par une membrane de Parafilm® étirée au maximum, pour permettre au puceron
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de se nourrir au travers. Le virus purifié est dilué dans 100 a 200 pl du milieu d'acquisition
artificiel MP148, déposé sur la membrane et recouvert d'une seconde membrane. Ce
dispositif est placé sous lumiere jaune afin d'attirer les pucerons sur la solution virale. Aprés

la période d'acquisition, les pucerons sont transférés sur des plantes-test.

3. Inoculation par agro-infiltration (BWYV)

Utilisée comme une alternative a |’ inoculation par puceron, I’ agro-infiltration d’une
souche d’ Agrobacterium tumefaciens portant une construction binaire avec la séquence
compléte du virus sous promoteur 35S permet d’infecter efficacement des plants de N.
benthamiana. Voir M&M IV pour les conditions d'infiltration.

4. Préparation et infection de protoplastes de tabacs BY -2
a. Culture des cellules de tabac BY -2
Les cellules de tabac (Nicotiana tabacum L., souche Bright Yellow 2 (BY-2) (Nagata

et al., 1992)) sont maintenues en culture liquide, a 27°C, a I'obscurité, sous agitation
constante (130!rpm), dans du milieu Murashige et Skoog basal (Duchefa), complémenté avec
de la thiamine 1!mg/ml, du KH,PO, 200!mg/ml, de I'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique
(2,4'D) 0,2!mg/ml, du saccharose 3% (poids/volume) et du myoinositol 100!mg/ml (milieu
MS). Les cellules sont repiquées tous les sept jours par transfert de 1,5!ml dans 80'ml de

milieu frais.

b. Préparation des protoplastes de cellules de tabac BY -2

Les protoplastes sont préparés, selon la méthode décrite par Watanabe et al. (1987)
modifiée par O. Hemmer (Herzog et al., 1998), a partir de cultures de cellules dgées de 5
jours. Les cellules sont collectées par centrifugation pendant 5 min a 800 rpm, puis incubées
pendant 1 a2 h a 30°C, al’ obscurité sous agitation douce, dans du mannitol 450!mM, MES
3,6!mM, pH!5,5 (solution 1) contenant 0,1% de pectolyase Y23 et 1% de cellulase RS
Onozuka. Les protoplastes sont ensuite récupérés par filtration du milieu de digestion sur un
filtre ayant une réticulation de 100 um. Apres centrifugation (5 min a 800 rpm) le culot de
protoplastes est lavé deux fois dans la solution |. Les protoplastes sont finalement remis en
suspension dans du mannitol 450!'mM, MES 3,6!mM pH!5,5, CaCl, 0,1!mM (solution I1) ala
concentration de 2.10° protoplastes/ml.
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c. Inoculation des protoplastes par électroporation et mise en culture

Environ 1.10° protoplastes (0,5 ml de suspension) sont additionnés a 2,5!ug de RNA
viral ou 5lug de RNA transcrits in vitro. Le mélange est introduit dans la cuve
d’ électroporation puis soumis a une décharge de 450'V/cm (100!Q2, 125!uF). Les protoplastes
sont ensuite dilués par 1!'ml de solution |1 et la suspension est incubée pendant 30 min dans la
glace afin de restabiliser les membranes cellulaires. Les protoplastes sont sédimentés par
centrifugation pendant 2 min & 800 rpm, puis le culot est repris dans 1,5 ml, soit de milieu de
Rottier (mannitol 450'mM, pH!5!; KH,PO, 0,2ImM!; KNO, 1!mM!; MgSO, 1!mM!; CaCl,
5/mM!; KI 1 uM!; CuSO, 10InM), soit de milieu M S, additionné de mannitol 450!mM, et en
présence d’ un antibactérien, la carbénicilline a 0,25!mg/ml. La suspension de protoplastes est
alors mise en culture sur du milieu de Rottier gélosé (1% d'agarose) ou sur du milieu
MS-mannitol gélosé, dans une chambre climatisée a 22°C en lumiére diffuse.

I11. Souches bactériennes, vecteurs de clonage et milieux de culture

Les clonages sont réalisés dans des souches bactériennes dérivant d’ Escherichia coli
K12!: NM522 ou DH5aq.

1. Souches bactériennes
a NM522
Cette souche (RecA+) est couramment utilisée pour I’amplification de plasmides
recombinants. Elle posséde I’épisome F' nécessaire a la conjugaison bactérienne et a
I"infection par les phages filamenteux (M 13 et f1). Ces bactéries sont mutées dans I’ opéron
lactose et expriment une -galactosidase tronquée dans la partie N-terminale qui peut étre
complémentée par |’ a-peptide de la 3-gal actosidase exprimé a partir d’ un vecteur de clonage

de type pUC ou pBluescript.

b. DH5a
Cette souche (recA-) utilisée pour I'amplification des plasmides lors des clonages
permet de limiter les risques de recombinaison. Elle permet, comme la souche NM522,
I'a-complémentation et la sélection des clones recombinants par la couleur des colonies en

présence d' IPTG, un substrat de la 3-galactosidase.
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c. BL21 (DE3) pLysS (Studier et al., 1990)

Ces bactéries ont été utilisées essentiellement pour la surexpression de protéines a

partir des vecteurs pET. Leur déficience en protéases 'lon' et 'ompT' permet une meilleure
stabilité des protéines exogenes. Cette souche est lysogéne pour le phage DE3, un dérivé du
phage A. Celui-ci contient dans son génome le gene lacl codant pour le répresseur du
promoteur de I'opéron lactose ainsi que le géne de la T7 RNA Polymérase qui est placé sous
la dépendance du promoteur lac UV5 inductible par I'IPTG.

La souche dispose également du plasmide pLysS qui confére la résistance au
chloramphénicol. Ce plasmide code pour le lysozyme du phage T7 qui forme un complexe
avec laT7 RNA polymérase, inhibant ainsi |'activité transcriptionnelle due a une expression
basale de la T7 RNA polymérase, avant I'induction par I'lPTG (Moffatt and Studier, 1987).
Cependant, le faible taux de lysozyme produit n'interfere pas avec |'activité de la T7 RNA
polymérase apres induction. Ce systéme est utilisé pour stabiliser les vecteurs d'expression

dans lesquels le produit du géne cloné est toxique pour la bactérie.

d. Agrobacterium tumefaciens

Cette bactérie phytopathogéne, dont le chromosome contient le géne de résistance ala
rifampicine, est I'agent responsable de la maladie appelée galle du collet. L'infection fait
intervenir le plamide Ti qui porte, entre autres, les génes codant pour les opines, les genes de
virulence (vir) responsables du transfert du T-DNA (Transfer DNA ou ADN de transfert) et
les genes oncogenes (onc) intervenant dans I'induction tumorale. Le T-DNA du plasmide peut
sintegrer au hasard dans le génome des cellules infectées grace a la présence de séquences
bordantes et sous I'influence des genes vir.

La souche C58C1 contient un plamide Ti désarmé, c'est-a-dire démuni de T-DNA,
des séguences bordantes et des génes onc, mais possédant encore les génes vir permettant le
transfert en trans d'un fragment de DNA inseré entre les séquences bordantes d'un autre
vecteur.

La souche d'Agrobacterium tumefaciens utilisée pour I'infiltration des feuilles de
N.!benthamiana lignée 16c¢ est |a souche C58C1 (pCH32). Elle contient, en plus du plamide
Ti désarmé, le plamide binaire pCH32 qui contient le géne codant pour la GFP, appelé plus
simplement pBin-GFP.

Les souches d'E.!coli et d'A.ltumefaciens, ainsi que les bactéries transformées peuvent

étre stockées &-80°C en présence de 15 % de glycérol.
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2. Vecteurs de clonage et vecteur s d'expression
a. Vecteurs de clonage

- pUC19!: Ce vecteur de 2686 pb contient le gene codant pour la 3-lactamase (géne de
résistance a |'ampicilline) et I'origine de réplication du plasmide ColEl permettant
I'amplification efficace de plasmides dans les souches bactériennes dérivées d'E. coli. Il
possede une partie de I'opéron lactose comprenant!: la région 3' du geéne lacl, le
promoteur/opérateur inductible par I'lPTG et le début du gene lacZ codant pour le fragment
N-terminal (ou peptide o) de la f-galactosidase. Une cassette de clonage (polylinker) a été
insérée en phase au début de la séquence codante du gene lacZ.

- pBluescribe (+/-)!: Ces phagemides qui dérivent du plasmide pUC19 ont une taille

de 3204!pb. Ils portent le gene de résistance a I'ampicilline, I'origine de réplication du
plasmide ColEl, la région intergénique du phage f1 (les deux plasmides different par
I'orientation de cette région) et le géne lacZ codant pour le peptide a de la f-galactosidase
ainsi qu'une cassette de clonage insérée au début de la séquence codante du gene lacZ. De
part et d'autre de la cassette se trouvent les séquences promotrices de la RNA polymérase des
phages T3 et T7. Ces promoteurs permettent de synthétiser, en présence de la RNA

polymérase correspondante, les RNA complémentaires au fragment de DNA inséré.

b. Vecteurs d'expression

- pET!: Les plasmides pET (pour plasmid for Expression by T7 RNA polymérase)
('Studier et al., 1990), dérivent du pBR322 et sont utilisés pour surexprimer des protéines
dans E. coli. Ils conférent la résistance a I’ampicilline. Le gene d’intérét est cloné sous la
dépendance du promoteur ¢10 (promoteur du gene 10 du phage T7) reconnu par la T7 RNA
polymérase et en aval de la séquence Shine-Dalgarno.

Dans le cas du plasmide pET3a utilisé, I'ATG initiateur du gene 10 est inclus dans un
site de clonage unique Ndel qui est utilisé pour introduire une séguence codante qui seraainsi
exprimée sans acide aminé supplémentaire a son extrémité N-terminale. Le répresseur lacl
également codé par le plasmide peut se fixer sur le promoteur en amont du géne a cloner, ce
gui empéche toute transcription de ce géne en absence d'induction par I'lPTG.

- pQ!: D’une taille de 3508 pb, ce vecteur est utilisé dans les expériences de
bombardement de cellules BY -2. |l posséde I’ origine de réplication d’E. coli ainsi que le géne

de résistance a |I’ampicilline. En amont de la cassette de clonage se trouve un double
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promoteur 35S suivi de la séquence Q du TMV qui est un activateur de traduction (Sleat et
al., 1987), la cassette de clonage est délimitée en aval par le terminateur 35S. Vecteur fourni
par I. Jupin.

- pBin-GFP!: Ce vecteur est utilisé, avec la souche d'Agrobacterium tumefaciens
C58C1, pour infecter les plantes transgéniques 16¢ et obtenir des plantes silencées. Ce
vecteur binaire est dérivé du pBin!19 (Bevan et al., 1984) et contient une origine de
réplication peu spécifique (Broad Host Range) fonctionnant a la fois dans E. coli et dans A.
tumefaciens. || comporte entre ses séquences bordantes le gene codant pour la GFP flanqué
du promoteur 35S du CaMV et du terminateur Nos de la nopaline synthase. Ce vecteur est
maintenu dans les bactéries par sélection sur un milieu additionné de kanamycine et de
tétracycline.

- pBin 61!: Comme le précédent, il dérive du pBin!19 et possede l'origine de
réplication peu spécifique ainsi que les séquences bordantes provenant du plasmide Ti. Il
contient le gene de résistance a la kanamycine et une cassette de clonage flanquée du
promoteur 35S du CaMV et du terminateur 35S.

3. Milieux de cultures
a. Milieu LB
Le milieu de culture le plus couramment utilisé est le milieu complet!LB (Luria
Bertani) (Bactotryptone 1'%, Extrait de levure 0,5 %, NaCl 0,5 %, pH 7,4).

b. Milieu ZB
C'est un milieu plus pauvre que le précédent, utilisé pour I'induction de la synthese de
protéines. | contient 1!% de bactotryptone et 0,5!% de NaCl.

c. Milieu YEB
Milieu utilisé pour la culture des agrobactéries. 1l contient 0,5% de Bacto-Beef
Extract, 0,1% de Bacto-Yeast Extract, 0,5% de Bacto-peptone, 0,5% de saccharose. On
I’gjuste aun pH de 7.2 et aprés autoclavage, on rgjoute 2mM de MgSO,.
Lesmilieux LB ZB ou Y EB peuvent étre solidifiés al'aide de 1,5!% d'agar.
Les différents milieux sont stérilisés par autoclavage a 120°C durant 30!min puis
additionnés, si nécessaire, d'antibiotique [ampicilline (100!ug/ml), kanamycine (30'ug/ml
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pour E. coli et 100'ug/ml pour A. tumefaciens), tétracycline (15!ug/ml) chloramphénicol

(25!ug/ml) ou rifampicine (pour A. tumefaciens 100 ug/ml)].

Les bactéries sont cultivées en milieu liquide sous agitation, ou sur milieu solide, a
une température de 37°C pour les souches dérivant d'E. coli et de 28°C pour les
agrobactéries.

V. Etudedu PTGS

1. Préparation des agrobactéries

Les agrobactéries sont mises en préculture dans 5 ml de LB en présence de
tétracycline (5!ug/ml) et de kanamycine (50'uwg/ml) pendant environ 20'h a 28°C. La
préculture est utilisée pour ensemencer 50 ml de milieu de culture (LB, tétracycline 5'ug/ml,
kanamycine 50'ug/ml, MES 10!mM, acétosyringone 20'uM) mis sous agitation, pendant 18!h
a 28°C. Les agrobactéries sont ensuite sédimentées (10'min a 5000!rpm), resuspendues dans
10!ml de solution MMA (MgCl, 10!mM, MES 10'mM, acétosyringone 150!uM) et la DOgy,,,
est gjustée a 1 dans le tampon MMA. La suspension bactérienne est incubée a température

ambiante 2 a 3 heures avant I'infiltration.

2. Obtention de plantes silencées

On infiltre des plants de Nicotiana benthamiana lignée 16c¢. Cette lignée transgénique
porte une seule copie du transgéene correspondant a I'ORF codant pour une GFP modifiée par
Haselhoff et al. (1997) au niveau d'un locus unigque et de maniére homozygote (Ruiz et al.,
1998). Ces plantes font apparaitre une fluorescence verte lorsgu'elles sont éclairées sous UV
L'infiltration des agrobactéries possédant le plasmide pBin-GFP (M&M!I1-2 b) est réalisée
sur ces plantes au stade 4 feuilles avec une seringue de 2 ml sans aiguille. On applique la
seringue sur la face supérieure de la feuille préalablement blessée par pigare. On infiltre
toutes |les feuilles sauf les cotylédons. Le silencing de la GFP se traduit par la disparition de la
fluorescence verte et peut étre observeé dans les feuilles infiltrées au bout de 4!jours et dans

les feuilles néoformées a partir du huitiéme jour.
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3. Co agro-infiltration ou patch-test
Pour tester |'activité de suppression du PTGS d'une protéine virale, on réalise une
agro-infiltration avec un mélange d'agrobactéries dont I'une des souches possede le plasmide
pBin-GFP et |'autre souche un plasmide pBin!61 portant le géne de la protéine virale a
étudier. Les 2 suspensions bactériennes sont préparées de la méme maniére que
précédemment puis sont mélangées volume a volume, chacune a une DOy, de 1, et le

mélange est utilisé pour infiltrer des plantes GFP lignée 16c.

V. Techniques de clonage

1. Amplification d'un fragment de DNA par PCR (Polymerase Chain Reaction)

Cette technique permet I’amplification in vitro d’un fragment de DNA de maniére
exponentielle grace a I’ utilisation de la DNA polymérase thermostable isolée de Thermus
aquaticus (Taq). Elle nécessite I’ utilisation de deux amorces oligodésoxyribonucl éotidiques
spécifiques de la séguence a amplifier. La réaction se déroule en 20 a 30 cycles comportant
une étape de dénaturation du DNA matrice, une étape d hybridation des amorces avec les
brins matrices, suivie d’ une étape d' élongation des amorces dont la durée dépend de la taille
du fragment a amplifier. Les conditions générales de I’ amplification sont les suivantes!:

DNA (10'ng/pl) 21l
Oligonucléotide 1 (20!ng/ul) 10l
Oligonucléotide 2 (20!ng/ul) 10l
BSA a2!mg/ml 2lul
Tampon PCR x10 [Tris-HCI 750!mM, pH 8,8!; MgCl, 15ImM!; 10!l
(NH,),SO, 200ImM!; Tween 20 0,1%)]

dNTP 10!mM 2iul
Tag DNA polymérase 2 U/ul 0,25l
H,O gsp 100l

Chague cycle comprend des incubations successives!: 30 sec a 95°C (étape de
dénaturation), 40 sec a une température inférieure de 4°C ala plus faible des températures de
fusion (Tm) des amorces utilisées (étape d’ hybridation) et de 30 sec a 2 min a 72°C (étape
d’ élongation). La température de fusion d'un oligonucléotide de taille inférieure a 25 nt est
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donnée par larelation suivante!: Tm = 4 x le nombre de paires G/C + 2 x le nombre de paires
A/T. Pour les oligonucléotides dont la taille excéde 25 nt, la formule a utiliser devient :
Tm!=169,3!+10,41!x!(% GC)!-!(650!/!taille amorce). Le temps d’ élongation est déterminé sur
la base de 30 sec pour obtenir un fragment de 500 pb.

Nous avons appliqué cette technique pour faire de la mutagenese dirigée. La stratégie
consiste en |'extension de fragments chevauchants par amplification PCR ("overlap
extension” PCR). Cette technique (Fig. M&M-1) nécessite quatre oligonucléotides amorces
(1, 2, 3 et 4) dont deux sont mutagenes (2 et 3) et deux étapes successives d amplification par
PCR. Les oligonucléotides 2 et 3 possedent une partie homologue chevauchante qui contient
la mutation que I’on veut introduire. Dans la premiere étape, deux amplifications par PCR
sont réalisées avec les couples d’ oligonucléotides (1 et 3) et (2 et 4) respectivement. Les deux
fragments de DNA obtenus, qui possedent une région commune, sont purifiés (M&M!V-7)
puis utilisés comme matrice dans la seconde étape d’ amplification par PCR en présence du
couple d oligonucléotides (1 et 4). Le produit final, généralement digéré par deux enzymes de
restriction, peut étre introduit dans un vecteur digéré par |es mémes enzymes.

2. Digestion par lesenzymesderestriction
Ces endonucléases, qui coupent les molécules de DNA bicaténaire au niveau de
séquences spécifiques, générent des fragments ayant soit des extrémités cohésives 5’ ou 3’
sortantes, soit des extrémités franches. Chaque enzyme de restriction présente une activité
optimale dans un tampon spécifique et & une température donnée. En général, I'incubation se
déroule pendant 1 h a 37°C.
Pour digérer 1 ug de DNA nous avons utilisé les conditions suivantes!:

DNA allpg/ul Ll a5l
BSA a2!mg/ml 1l
Tampon x10 spécifique de I’ enzyme 2uul
Enzyme a 10!U/ml 0,2l
H,0 gsp 200l

Les fragments de restriction peuvent étre analysés en gel d'agarose (M&M!V-6) et
purifiésen gel d'agarose LMP (M&M!V-7).
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3. Déphosphorylation d'un vecteur

La déphosphorylation empéche un vecteur linéarisé de se refermer sur lui-méme lors
deI'étape de ligation et favorise ains I'insertion du fragment de DNA acloner.

La déphosphorylation est réalisée par action de la phosphatase alcaline d'intestin de
veau, qui élimine les phosphates 5'-terminaux. Cette enzyme, thermostable, ne présente pas
de spécificité étroite vis-a-vis d'un tampon d'incubation et peut donc étre utilisée
immeédiatement apres digestion par une enzyme de restriction. Classiquement, 1 pg de DNA
est incubé dans 50 ul de tampon Tris-acétate 10 mM pH 7,5, acétate de magnésium 10 mM,
acétate de potassium 50'mM en présence de 0,1 U de phosphatase alcaline, pendant 1'h a
55°C. L'enzyme est ensuite soit éliminée par extraction phénolique soit inactivée par

chauffage a 68°C.

4. Phosphorylation d'un oligonucléotide
La phosphorylation est réalisée gréce a la T4 polynucléotide kinase qui catalyse le
transfert du phosphate y de I'ATP sur I'extrémité 5-OH d'une molécule de DNA. Les

conditions de phosphorylation sont!:

DNA 1lug
ATP 50'mM 1l
Tampon x10 (Tris-HCI 700!lmM pH!8

MgCl, 100'mM ; DTT 50!mM) 5l
T4 polynucléotide kinase (10'U/ml) 1l
H,O gsp 501l

Laréaction sefait a 37°C pendant 30'min. Elle est stoppée par extraction phénolique.

Pour obtenir un oligonucl éotide radiomarqué, on incube 20!ng d'oligonucléotide dans
20lul de milieu réactionnel, en présence de 10 uCi d'ATP[y-32P] & 3000!Ci/mmol ala place
del'ATP.

5. Création d'extrémités franches a partir des extrémités 5' sortantes d'un
fragment de DNA
Lorsque les extrémités cohésives d'un vecteur et d'un fragment de DNA ne sont pas

compatibles, on peut les rendre franches afin de permettre laligation.
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On utilise le fragment de Klenow de la DNA polymérase | d'E. coli qui possede une
activité polymérasique 5'—3' et une faible activité exonucléasique 3—5' mais pas d'activité
exonucléasique 5'—3'. La réaction est réalisée pendant 30'min & 37°C dans le milieu

réactionnel suivant!:

DNA I pg
Tampon x10 (Tris-HCI 500 mM pH 7,8 ;

MgCl2 50 mM ; B-mercaptoéthanol 100 mM) S5ul
dNTP 2 mM 2 ul
Klenow (1 U/ul) 1 ul
H,O gsp 50 pl

6. Analyse des fragments de DNA par électrophorese en gel d'agarose
Les fragments de DNA obtenus par digestion enzymatique sont analysés par
électrophorése en gel d'agarose dont le pourcentage (0,8 a 2,5 %) varie selon lataille des
fragments & analyser. Le DNA, en suspension dans le tampon de charge (Tris-HCI 2!mM
pH!8, EDTA 10'mM, saccharose 5%, BBP 0,01%), est déposé sur le gel préparé dans du
tampon TBE x0,5 (Tris-Borate 100!mM pH!8,3, EDTA 2!mM). Apres éectrophorése a 100!V
dans le tampon TBE x0,5, le gel est coloré au BET (0,5'ug/ml) et les fragments de DNA sont
visualisés sous lumiere UV.
7. Purification de fragmentsde DNA a partir d'un gel d'agarose LM P
Les fragments de DNA sont purifiés en gel d'agarose LMP ("Low Melting Point"), qui
a la propriété de fondre a 65°C. L'électrophorése est réalisée au froid dans les conditions
décrites dans le paragraphe V-6. Les bandes de gel contenant les fragments de DNA désirés
sont identifiées sous lumiére UV, puis découpées et chauffées pendant 10'min a 65°C dans
400'ul de tampon Tris-HCI 200!mM pH!8, EDTA 1!mM. Le DNA est purifié par une
extraction au phénol-Tris, puis une extraction au phénol-Tris/chloroforme/alccol isoamylique
suivie par un lavage a l'éher. Il est ensuite précipité par addition de 2 volumes d'éthanol en
présence de NaCl 200'mM et de 5'ug de tRNA d'E. coli. Apres centrifugation pendant 30'min
a 15000!rpm, le culot de DNA est lavé al'éthanol 80%, séché et remis en suspension dans de

|'eau.
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8. Ligation
La T4 DNA ligase catalyse la formation d'une liaison phosphodiester entre les
extrémités 3'-hydroxyle et 5'-phosphate des molécules de DNA.
a. Ligation des fragments de DNA dans |'agarose LMP

Aprés migration sur gel LMP et coloration au BET, les bandes correspondant au
vecteur et a l’insert sont découpées sous UV. La ligation des fragments peut étre réalisée
directement dans |’ agarose : les bandes sont chauffées 10 min a 65°C avant d’ étre gjoutées au
milieu de ligation. Les conditions de ligation sont |es suivantes!:

Vecteur 50 2500 ng
Insert (rapport stoechiométrique de 1:3) 504 500 ng
Tampon x5 (Tris-HC1 250 mM pH 7,6 ; 20 ul
MgCl, 50 mM ; DTT 5 mM ; ATP 5 mM ; PEG8000 25%)

T4 DNA ligase (1 U/pl) lou3upl
H,O gsp 100 pl

L'incubation se fait pendant une nuit a 16°C en présence de 1 ou 3!yl d'enzyme
suivant que les extrémités a liguer sont cohésives ou franches. L'extraction du DNA aprés
ligation dans l'agarose est réalisée selon le méme protocole que celui utilisé pour la
purification des bandes de DNA a partir d'agarose. Le culot est remis en suspension dans
10'ul d'eaw.

b. Ligation de fragments de DNA purifiés

Les fragments purifiés a partir du gel LMP peuvent étre ligués dans les conditions

suivantes!:
Vecteur 50 2500 ng
Insert (rapport stoechiométrique de 1:3) 504 500 ng
BSA (2 mg/ml) 1 ul
ATP 50 mM 0,5 ul
Tampon x5 (Tris-HC1 250 mM pH 7,6 ; 2 ul
MgCl, 50 mM ; DTT 5 mM ; ATP 5 mM ; PEG8000 25%)
T4 DNA ligase (1 U/pl) lou3 pl
H,O qsp 20 ul
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Aprés extraction phénolique et précipitation éthanolique en présence de NaCl
200'mM et de 5 ug de tRNA, les produits de ligation sont repris dans 10 ul d'eau.

9. Transformation de bactéries par la technique d'éectroporation
a. Préparation des bactéries compétentes

L es bactéries sont cultivées a 37°C dans 1 litre de milieu LB jusqu'a une DOy, ., de
0,5 a 0,8. La culture est placée 30'min dans la glace puis, aprés des centrifugations
successives de 15!min a 4000!rpm, le culot bactérien obtenu est remis en suspension d'abord
dans 1 litre d'eau froide, ensuite dans 1/2 litre d'eau froide, puis dans 20'ml de glycérol 10!%
et finalement dans 2 & 3'ml de glycérol 10'%. Les bactéries ainsi préparées peuvent étre
congélées dans la carboglace et stockées a -80°C pendant plusieurs mois.

b. Electrotransformation

Cette méthode de transformation tres efficace est réalisée al'aide d'un électroporateur
(BioRad) dans une cuve dont les électrodes sont distantes de 2!mm. Le contréleur
d'impulsions est réglé sur 25!uF de capacité et 2,5'kV/cm, larésistance étant gjustée a 200!W.
40'ul de bactéries compétentes sont décongel és a température ambiante puis ajoutés a 1!l de
produits de ligation. Aprés passage du courant électrique, les bactéries sont additionnées
d'l'ml de LB, incubées 30'min a 37°C puis étalées sur milieu gélosé sélectif. Aprés
croissance pendant une nuit & 37°C, les colonies transformées sont analysées par les
méthodes décrites ci-apreés.

10. Analyse et purification des clonesrecombinants

a. Analyse des clones

- Analyse par PCR!:

L es colonies recombinantes peuvent étre analysées par PCR. Pour cela les colonies
ayant pousse sur la boite de Petri contenant le milieu de culture solidifié sont repiquées a la
fois sur boite et dans le milieu réactionnel suivant!:

Oligonucléotide 1 (1!'ug/pl) 0,1'ul
Oligonucléotide 2 (1!'ug/ul) 0,1'ul
BSA a2!mg/ml 1l
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Tampon PCR x10 [Tris-HCI 750!mM, pH!8,8!; MgCl, 15ImM!;

(NH,), SO, 200!mM!; Tween 20 0,1%] 5l
dNTP 10!mM 1l
Tagq DNA polymérase 2!U/ul 0,15l
H,O gsp 501l

L'utilisation de couples d'oligonucl éotides adéquats permet de déterminer la présence

et l'orientation de l'insert.

- Préparation de petites quantités de DNA plasmidique (minipréparation)!:
1,5'ml de milieu liquide sélectif est ensemencé avec une colonie recombinante et le
DNA plasmidique est extrait selon latechnique de la lyse alcaline décrite par Sambrook et al.
(1989). Cette technique permet d'extraire un DNA suffisasmment pur pour étre analyse par
digestion enzymatique (M&M!V-2) et par séquencage.

b. Purification du DNA plasmidigue (maxipréparation)

Le DNA plasmidique des clones a amplifier est extrait selon la méthode de Sambrook
et al. (1989) a partir de 300!ml de milieu de culture.

Le DNA plasmidique est purifié en gradient de chlorure de césium en présence de
BET dans les conditions suivantes!: le DNA plasmidique est remis en suspension dans 4 ml
de tampon TE (Tris-HCI 10!mM, pH!8!; EDTA 1!mM). Apres addition de 4,5!g de chlorure
de césium et de 50'ul de BET (10!mg/ml), le DNA est centrifugé 5!h a 65000!rpm dans un
rotor vertical Beckman Vti!65 a 20°C. La bande la plus dense, qui correspond au DNA
plasmidique, est récoltée sous lumiére UV, additionnée de 2 volumes d'eau et le DNA est
précipité par 9 volumes d'éthanol. Apres centrifugation a 6000 rpm pendant 20 min, le DNA
est dissous dans 400!ul de tampon (TrissHCI 20!mM, pH!8!; NaCl 200'mM) puis soumis a
deux extractions phénoliques, suivies d'un lavage a l'éther. Le DNA est ensuite précipité par
addition d'éthanol et apres centrifugation, lavage et séchage, il est repris dans de I'eau. La
concentration du DNA plasmidique est déterminée par lecture de laDO a 260!nm.

V1. Extraction et analyse des acides nucléques
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1. Extraction et analyse du DNA génomique de plante

a. Extraction du DNA génomique

L’extraction du DNA génomique est faite sur 0,5 g de plantes a 1’aide du kit Dneasy

de QIAgen suivant les instructions du fabricant.

b. Analyse du DNA génomique de plante (Southern Blot)

10 ug de DNA génomique sont digérés en présence de spermidine 2,5 mM par 200 U

d’enzyme de restriction. Apres extraction au phénol/chloroforme, le DNA est précipité et
repris dans 10 pl d’eau. Les fragments de DNA ainsi obtenu sont séparés sur un gel d’agarose
0,8 % préparé dans du tampon TAEx1 (Tris-Acétate 40mM ; EDTA 1 mM pH 8)
Les fragments de DNA sont ensuite transférés en présence de SSC x6 (Citrate de Sodium
0,09 M ; NaCl 0,9 M) sur membrane de nylon "Hybond-N" (Amersham) aprés traitement du
gel dans les conditions suivantes : le gel est placé dans une solution d'HCI 0,25 M pendant 15
min, sous agitation douce, permettant ainsi la dépurination partielle du DNA. Puis il est lavé
deux fois 30 min dans une solution de NaOH 0,5 M ; NaCl 1,5 M. Ce traitement a pour but
d'hydrolyser le DNA au niveau des sites dépurinés, ce qui augmente la vitesse et l'efficacité
du transfert sur la membrane. La dernicre étape du traitement consiste en une neutralisation
de deux fois 30 min avec une solution de Tris-HCI 0,5 M pH 7,4 ; NaCl 1,5 M ; EDTA 1
mM.

Aprestransfert, les fragments de DNA sont liés de maniére irréversible ala membrane
par irradiation aux UV (254 nm) puis la membrane est préhybridée 2 h & 42°C dans une
solution de SSC x6 ; SDS 0,5 % ; Denhardts x5 ; formamide désionisée 50 % ; dextran
sulfate 10 % ; DNA de sperme de saumon (25 pg/ml). La sonde obtenue par "random
priming" est dénaturée 5 min a 100°C puis gjoutée au milieu de préhybridation. Aprés 48 h
d'hybridation & 42°C, la membrane est lavée deux a trois fois 15 min a 42°C dans une
solution de SSC x2!; SDS 0,1 % puis dans une solution de SSC!x0,2!; SDS 0,1 %. La

membrane est ensuite autoradiographiée.

2. Transcription in vitro
La transcription est réalisée a partir de DNA plasmidique recombinant possédant les
promoteurs des bactériophages T3 ou T7 en amont du fragment de DNA inséré. En utilisant
laRNA polymérase adéquate, il est possible d'obtenir le RNA correspondant au DNA inseré.
Afin de limiter la transcription au seul insert, le DNA plasmidique est au préalable linéarisé
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par une enzyme de restriction dont le site unique se trouve directement en aval du fragment

de DNA atranscrire.

a. Synthése de RNA artificiels cappés

La transcription est réalisée en présence de m’GpppG, un analogue de la coiffe (ou
cap), selon les conditions détaillées dans |e tableau!M & M-1. Afin de favoriser I'incorporation
de ce groupement en 5' des transcrits synthétisés, le GTP est utilisé en faible concentration au
début de I'incubation. Aprés 30 et 60'min, du GTP est gjouté au milieu réactionnel pour éviter
gue la quantité de ce ribonucléotide ne devienne limitante. En fin de réaction, les transcrits
sont soumis a une extraction phénol-eau, suivie d'une extraction
phénol-Tris/chloroforme/alccol isoamylique, d'un lavage a l'éther puis a une précipitation en
présence de quatre volumes d'éthanol et de un volume d'acétate dammonium 4!M. Aprés
centrifugation, le culot de RNA est lavé al'éthanol 80% puis repris dans |'eau stérile.

b. Synthése de sondes ribonucl & ques

Les sondes RNA sont obtenues par transcription en présence dUTP[a-32P]. Le
protocole permettant la syntheése de ces sondes ribonucléiques est décrit dans le tableau
M&M-1. Aprés 1'h d'incubation, le milieu réactionnel est additionné de DNase afin
d éliminer le DNA matrice pour qu’il n’'interfere pas lors de I’ hybridation. Apres extraction
phénolique, les RNA sont précipités en présence de quatre volumes d'éthanol et d'un volume
d'acétate d'ammonium 4!M. Apres centrifugation, le culot est repris dans 100 ul d'eau stérile.

3. Analyse des RNA en gel d'agarose en conditions dénaturantes

Les RNA sont analysés par éectrophorése en gel dénaturant (agarose 1%!; HEPES-
KOH 20!mM, pH!7,8!; EDTA 1!mM!; formaldéhyde 6%). Les échantillons, en suspension
dans le tampon HEPES-KOH 20!mM, pH!7,8!; EDTA 1!mM!; formamide désionisé 50%!;
formaldéhyde 16%!; glycérol 50%!; bleu de bromophénol 0,01%, sont chauffés a 65°C
pendant 5 min, puis déposés sur le gel. L'éectrophorése est réalisée a 100 V dans le tampon
HEPES-KOH 20'mM, pH!7,8, EDTA 1!mM. Les RNA sont révélés par coloration du gel
dans le tampon acétate de sodium 10'mM pH!5,5!; acétate de magnésium 1!'mM!;

orthotoluidine 0,05% et décoloration dans de |'eau ou de I'acide acétique 1%.
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4. Détection des RNA par la technique de Northern-blot

Cette méthode est basée sur la détection de RNA par hybridation moléculaire au
moyen de sondes radioactives spécifiques.

Aprés séparation par électrophorése en gel d'agarose dénaturant, les RNA sont
transférés par capillarité sur une membrane HYBOND (Amerscham) dans du tampon
SSCIx20 (NaCl 3!M, citrate de sodium 300!mM) pendant une nuit. Aprés un bref lavage dans
du SSCIx10, les RNA sont fixés sur lamembrane HY BOND par irradiation aux UV (254!nm,
120'mJoules) dans un Stratalinker. Les RNA cellulaires sont visualisés sous UV gréace a
I"addition de BET dans le tampon de charge (0,005!ug/ul) et constituent un témoin de charge.
Les RNA viraux sont détectés par hybridation moléculaire a I’ aide de sondes radioactives
spécifiques.

La membrane HYBOND est incubée pendant 2'h a 60°C dans 10'ml de tampon
d'hybridation (NaH,PO,/Na,HPO, 50'mM, pH!6,5!; formamide 50!%!; SSC x5!; solution de
Denhardt x8 [BSA 0,16%, PVP 0,16%, Ficoll 0,16%]!; SDS 0,1%!; DNA de sperme de
saumon 250'ug/ml!; RNA de levure 500'ug/ml). Le milieu d'hybridation est ensuite
additionné de 1.10° a 5.10° cpm de la sonde radioactive. L'hybridation est effectuée a 55°C
pendant 16'h sous agitation douce.

Afin d'éliminer les hybridations aspécifiques, la membrane HYBOND est lavée a
65°C, deux fois pendant 20'min dans une solution SSC!x2, SDS 0,1% et deux fois pendant
20'min dans une solution SSC!x0,2, SDS 0,1%, puis séchée et autoradiographiée. Le signal
radioactif peut étre quantifié al'aide d'un phosphorimager FUJIX BAS 1000.

5. Extraction et analyse dessiRNA

Cette technique est utilisée pour visualiser les RNA de 21-23 nt générés lors du
phénomeéne de PTGS. Les feuilles recoltées sont réduites en poudre dans de |'azote liquide.
La poudre obtenue (0,5 a 1!g) est broyée dans un mortier en présence de tampon (Tris HCI
50'mM, pH!9!; EDTA 10!mM!; SDS 2%!; NaCl 0,1!M!; Proteinase!lK 100'ug/ml) araison de
10!ml/g de poudre. Le broyat obtenu est soumis a deux extractions phénoliques et les acides
nucléiques totaux sont précipités par deux volumes d'éthanol. Aprés centrifugation, le culot
est repris dans 400'ul d'eau, chauffé a 65°C pendant 5!min puis les RNA sont précipités a4°C
pendant au moins 30!min par du PEG 8000 5% final et du NaCl 0,5!M final. Aprés
centrifugation a 10000!g pendant 10'min, les RNA de haut poids moléculaire se retrouvent

dans le culot. Les RNA de bas poids moléculaire contenus dans le surnageant sont preécipités
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par 3 volumes d'éthanol, a -20°C pendant au moins 3'h. Aprés centrifugation a 10000!g, ces
RNA sont remis en suspension dans du formamide 50%, chauffés a 65°C pendant 5 min et
additionnés de 1/3 de volume de tampon de charge (TBE!x0,5!; Saccharose 40%!; Bleu de
bromophénol 0,1%).

Les RNA de 21 a 23 nucléotides sont analysés sur gel de polyacrylamide (19:1) 15%,
urée 7'M, TBE!x0,5. On utilise comme marqueur de poids moléculaire un oligonucléctide de
25!Int marqué alI'ATP[y-*P] al'aide de la T4 polynucléotide kinase (M&M!V-4). Le gel est
ensuite électrotransféré sur une membrane HYBOND pendant 2'h (500'mA) dans du
TBE!x0,5. Puis la membrane est équilibrée dans du SSCx20 et les RNA sont fixés par
irradiation aux UV. Finalement la membrane est mise a préhybrider dans le tampon
d'hybridation (formamide 50%!; SDS 7%!; NaH_PO,/Na HPO, 50!mM, pH!7!; NaCl 0,3!M!;
Denhardt's x5!; DNA sperme de saumon 100'ug/ml) &440°C pendant au moins 1'h.

Les sondes RNA radioactives (M&M!V1-2 b) sont soumises a une hydrolyse acaline
a 60°C dans du tampon carbonate 200lmM (Na,CO,; 120!mM, NaHCO, 80!mM) pendant le
temps nécessaire pour obtenir des fragments de 50 a 100!nt et déterminé par la formule :
tI=1(Li-Lf)/(k.Li.Lf) out est le temps en minutes, Li lalongueur initiale de la sondes (en kb),
Lf la longueur finale et k une constante égale a 0,11 kb.min™. L'hydrolyse est arrétée par
addition de NaOAc 180'mM, pH!5. Les sondes obtenues sont ajoutées au milieu de
préhybridation et I'nybridation est effectuée a 40°C pendant 16'h sous agitation douce. Afin
d'éliminer les hybridations aspécifiques, la membrane est lavée a 50°C, deux fois 20'min dans

une solution SSCIx2, SDS 0,2% puis séchée et autoradiographiée.

6. Analyse del’ état transcriptionnel d’un gene (Run-off transcription)
Cette technique permet d'isoler les transcrits en cours de synthése dans le noyau afin
de déterminer si un géne donné dont I’ expression est éteinte est sujet au TGS ou au PTGS. La

technigque employée dérive essentiellement de Dehio and Schell (1994).

a. Extraction de noyaux de N. benthamiana

10 g de feuilles sont réduits en poudre dans I’ azote liquide puis homogénéisés dans un
tampon de broyage ( tampon A (Saccharose 250 mM, MES pH6.6 10 mM, EDTA 0.5 mM,
spermine 0.15 mM, spermidine 1.38 mg/ml, NaCl 10mM, 3 mercaptoéthanol 0.12%,
Pefabloc AEBSF (Roche®) 200 mM) + Dextran T40 10%, Triton x1). Le mélange obtenu est
filtré a travers du Miracloth© (Calbiochem®) et réparti dans des tubes Corex 30 que |’on
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centrifuge a 3500 rpm dans une JA-20. Les culots sont alors resuspendus dans 1-2 ml du
tampon A et e tout est chargé sur des gradients de Percoll (40% - 60% - 80% - Saccharose
2M) dans des corex 30 et mis a centrifuger 15 min a 2600 rpm dans une JS-13. Les noyaux se
retrouvent au fond du tube sur le culot d’amidon, ils sont décollés avec un pinceau (sans
toucher |I’amidon) et dilués 10X dans le tampon B (Tris pH 7.8 50 mM, MgCl, 5 mM,
glycérol 20% et § mercaptoéthanol 0.07%). Les noyaux sont alors lavés dans du tampon B et
centrifugés a deux reprises 5 min a 5000 rpm dans une JA-20 et repris dans 200 ul de tampon
B, ils sont ensuite conservés a - 80°C. Le comptage des noyaux se fait dans une cellule de
Mallasez a partir de 10 ul de suspension nucléaire diluée dans 1 ml de tampon B additionné

de DAPI a1 ug/ul (rendement attendu!: 2-5.10” noyaux/10 g de tissus).

b. Run-off transcription

3.10° noyaux sont repris dans 300 ul de tampon B et placés dans le mélange

réactionnel suivant!:

RNasine 25 U/ul 10 ul
(NH,),SO, M 15l
MgCl, 0.1M 10 ul
MnCl, 0.1 M 4l

ATP, CTP, GTP 20mM 11 wl
UTP 125 uM 3l

UTP[a-*P] 10 uCi/ul 25 ul
H,O 22 ul

Ce mélange est placé 30 min a 29°C, puis on goute 16 ul d'H,0O, 16 ul de tRNA
10mg/ml, 40 ul de tampon C (Hepes pH7.6 200 mM, MgCl, 5 mM et CaCl, 5 mM) et 150 U
de DNase et le tout est placé 30 min a 37°C. On gjoute alors 50 ul de tampon D (Tris pH7.5
100 mM, EDTA 50 mM et SDS 10%) et 10 ul de protéinase K (10mg/ml) sont alors
additionnés avant de laisser la réaction 25 min a température ambiante. Les transcrits
marqués sont ensuite extraits au phénol/chloroforme et précipités la nuit & — 20°C par 2 vol
d’ acool et 2M d acétate d ammonium. Aprés centrifugation et lavage a I’acool 70°, on
reprend dans 200'ul de tampon TE + 200 ul de tampon d’ hybridation (SSC X6, formamide
10%, SDS 0.1%, Denhardt 5X, tRNA 100ug/ul et Sulfate de Dextran 10%).
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Ces transcrits cellulaires vont étre utilisés comme sonde pour révéler une membrane
sur laguelle sont fixés les plasmides contenant la séquence du gene étudié

Pour I"hybridation, on utilise du Hybond N+, que I’on mouille a I’ eau puis du SSC
X10. Par dlot-blot, on charge sur la membrane 2 fois 50 ul de solution contenant 2 ug de
plasmide, NaOH 0.1 M, SSC X 10 et préalablement dénaturée 15 min &95°C.On lave ensuite
les slots avec 200 ul de SSC X10 et la membrane est fixée aux UV. La membrane est
préhybridée la nuit dans 4 ml de tampon d’ hybridation a 42 °C. On gjoute ensuite la sonde
(les transcrits marqués) et I’on hybride 48h a 42°C. La membrane est lavée 2 fois 15 min
dans du SSC X2, 0.1% SDS a42°C et 2 fois 10 min dans du SSC X0.2, 0,1% SDS a55°C.

VI1I. Préparation et analyse des protéines

1. Préparation desprotéines
a. Traduction in vitro
Latraduction des RNA est réalisée en présence de *S-méthionine (NEG0O09A, Perkin

Elmer) dans un extrait acellulaire de germes de blé commercialisé par Promega. Les

conditions de traduction sont celles conseillées par le fournisseur. Les produits de traduction
sont ensuite analysés par électrophorese en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes.
Avant dépbt, les protéines sont dénaturées par addition d'un volume de tampon de
dissociation (Tris-HCl 125!mM pH!6,8!; SDS 10%!; 3-mercaptoéthanol 25%) et chauffées a
100°C pendant 3!'min.

b. Protéines de plantes et de protoplastes

200'mg de feuilles sont broyés dans 200'ul de tampon de dissociation. Les
protoplastes (1.10°) sont sédimentés 2!min a 800!rpm et le culot est repris dans 100'ul de
tampon de dissociation. Les protéines de plantes ou de protoplastes sont dénaturées par
chauffage a 100°C pendant 3!min et apres élimination des débris cellulaires par
centrifugation, sont déposées sur un gel de polyacrylamide dénaturant et analysées par
Western blot.

2. Electrophorése en gel de polyacrylamide en conditions dénatur antes
Les protéines sont séparées par éectrophorése en gel de polyacrylamide en présence

de SDS. On utilise un systéme de gels et de tampons discontinus, décrit par (Laemmli, 1970),
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qui permet de concentrer les échantillons en une bande trés fine dans un "gel de
concentration” puis de séparer les protéines selon leur masse moléculaire dans un "gel de
séparation”. Le tableaulM & M-2 donne la composition des gels, dont le pourcentage varie en
fonction de lataille des protéines a séparer.

Apres électrophorese a 30!mA (avec une limitation & 150!V) dans le tampon Tris-HCI
25'mM pH!8,3, glycine 192!mM, SDS 0,1%, le gel est soit fixé pendant une heure dans un
mélange éthanol a 25% et acide acétique a 10%, puis séché sous vide a 80°C et placé sous
autoradiographie, soit transféré sur membrane Immobilon™ -P (Millipore).

3. Immunodétection (Wester n-blot)
a. Principe
Latechnique consiste a séparer les protéines en gel de polyacrylamide dénaturant puis
a les transférer sur membrane Immobilon™ -P. La révélation d'une protéine particuliére est

ensuite réalisée al'aide d'anticorps dirigés spécifiquement contre cette protéine.

b. Transfert sur Immobilon™ -P

L es protéines contenues dans les extraits de protoplastes ou de feuilles sont soumises
a une électrophorese a 30!mA (150!V) en gel de polyacrylamide dénaturant. Aprés migration,
les protéines sont transférées sur membrane Immobilon™ -P. Le gel et la membrane sont pris
en "sandwich" entre deux papiers Whatman 3MM et deux "scotch brite". Le montage est
réalisé dans le tampon Tris-HCI 25!mM pH!8,3, glycine 192!mM et le transfert se fait par

électrophorése, a 400'mA pendant 2!h, dans e méme tampon.

c. Immunorévéation

Apreés transfert, la membrane est lavée dans du tampon PBS pH!7,4, Tween 20 1%
(A) puis incubée dans du tampon B (tampon PBS, lait en poudre 5%, Tween 20 1%) pour
saturer les sites libres et éviter, par la suite, les réactions aspécifiques. Elle est ensuite incubée
dans le tampon B additionné de sérum de lapin contenant des anticorps dirigés
spécifiquement contre la proteine recherchée. Apres trois lavages dans le tampon A, on
procéde a une nouvelle incubation dans le tampon B pendant 1'h, puis pendant 4!h en
présence d'anticorps secondaires, couplés soit a la peroxydase soit a la phosphatase alcaline.
Apréstrois lavages dans le tampon A et un lavage dans |le tampon PBS, Tween 20 0,1% (pour
la peroxydase) ou dans le tampon DEA 100'mM pH!9 (pour la phosphatase alcaline), les
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complexes formés par I'antigéne (la protéine recherchée) et les anticorps sont révélés par
réaction chimiluminescente en utilisant le kit Pierce (couplé a la peroxydase) ou BioRad
(couplé a la phosphatase alcaline). Pour cela le substrat de I'enzyme est déposé sur la face
transférée de la membrane et apres 5 minutes de réaction a I'obscurité et a température
ambiante la membrane est placée sous autoradiographie.

4. Test d'interaction protéine-protéine

Cetest est aussi appelé "Farwestern assay". Le milieu contenant le premier partenaire
de l'interaction est migré sur un gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes
(M&MIV11-2) puis aprés electrotransfert sur Immobilon™ -P, les proténes sont renaturées par
3 lavages de la membrane a 4°C dans du tampon HB (Tris-HCI 10'mM, pH!7,5!; KCI
75!mM!; MgCl, 2,5'mM!; NaCl 300!'mM). La membrane est ensuite incubée pendant 2'h avec
le deuxiéme partenaire de l'interaction, obtenu par traduction in vitro en présence de
¥S-méthionine, dans du tampon HB en présence de lait 5!%. Aprés 3 lavages dans du tampon

PBS pH!7,4, Tween 20 1%, la membrane est autoradiographiée.

VI1II. Localisation subcellulaire des protéinesvirales

Les protéines étudiées sont fusionnées a un rapporteur (GFP, RFP) et peuvent étre
détectées en microscopie a épifluorescence ou confocale soit apres électroporation de
protoplastes de BY -2 (cf. M&M 11-4) avec des transcrits viraux contenant la construction
d’intérét, soit aprés bombardement de cellules BY -2 avec un plasmide contenant la fusion

protéine-GFP.

1. Transformation de cellules BY -2 par bombar dement

a. Principe de la transformation avec le canon a particules

Cet appareil permet la transformation de cellules par introduction de DNA fixé sur
des particules de tungsténe. L’ appareil est constitué d’ une chambre de tir dans laquelle un
vide partiel est créé (0.8-0.9 bar). Les billes de tungsténe sont placées sur une grille
métallique dans une buse située dans la partie supérieure de la chambre de tir. La buse est
reliée a une bouteille d’ hélium par I'intermédiaire d’ une éectrovanne qui permet de libérer a
travers la buse une déflagration de durée et de pression déterminées (25 ms, 7 bars). La
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déflagration projette les particules de tungstene sur les cellules BY -2 placées dans une boite
de Petri.

b. Préparation des cellules pour |e bombardement

5a10 ml de cellules de tabac BY -2 de 4 jours sont déposées sur un disque de papier
filtre (& 3.5 cm) par aspiration douce sous vide. Le filtre est ensuite placé dans une boite de
Petri sur du milieu de culture BY -2 (cf. M&M I1-4 @) additionné de 1.5% d agar et 100 mM

de mannitol et sorbitol. Les boites sont incubées 5h 824°C et al’ obscurité.

c. Précipitation de |’ ADN plasmidique sur |es particul es de tungstene

2 mg de billes de tungsténe sont mélangés a 1 ml d’ éthanol absolu, puis vortexés 3
min et laissés 30 min atempérature ambiante. Les billes sont alors séchées 5 min sous vide et
on gjoute 33 ul de glycérol 50% et, tout en vortexant, 10 ul de DNA (1 ug/ul), 33 ul CaCl,
2M et 15 ul de spermidine 0.5 M. Le tout est laissé 30 min a température ambiante,
centrifugé 1 min 250 g et lavé avec 150ul d’ éthanol 70° puis 100°, avant d’ étre finalement
repris dans 30 ul d'éthanol 100°. Les particules sont conservées a 4°C et sont prétes pour le

bombardement (6 wl par tir, pour une construction, 4 bombardements sur 2 boites).

2. Observations en microscopie a épifluor escence ou confocale

Dans le cas d'un microscope a épifluorescence, lalumiéere émise par la source traverse
les objectifs et arrive sur la préparation pour exciter les fluorochromes présents dans les
échantillons. La lumiére émise par les échantillons repasse par les objectifs et des filtres
dichroiques permettent de discriminer la lumiére d'excitation de la lumiére émise. Les
observations de microscopie a épifluorescence ont été effectuées sur un microscope droit
Nikon!Eclipse!E800 équipé d'un systeme d'acquisition vidéo SONY DXC950P, couplé au
logiciel de traitement d'images Visiolab!200 (Biocom). Une lampe a vapeur de mercure,
HBO103!W, et un bloc filtre [ex!460-500'nm, em!510 nm] permet |'excitation et la
visualisation de la GFP. Un autre bloc filtre [ex!540+/-12,5Inm, em!605+/-27,5 nm] permet la
détection des fluorochromes Alexa™ 546, Alexa™ 568 ou de |la RFP.

L'inconvénient majeur de la microscopie a fluorescence conventionnelle est une perte
de résolution due a l'émission de fluorescence défocalisée qui se superpose a l'image du plan
focal. La microscopie confocale a permis de pallier a ces inconvénients puisgue son principe

est de pratiquer des coupes optiques virtuelles dans I'objet observé et de n'enregistrer que
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I'image de la fluorescence émise dans le plan focal. La microscopie confocale offre différents
avantages par rapport a la microscopie conventionnelle pour la localisation in situ d'une
sonde fluorescente dans des cellules et plus particulierement dans des coupes de tissus épais :

- élimination du signal fluorescent provenant d'autres plans

- réglages électroniques du contraste, de laluminosité et de |'agrandissement

- observation simultanée de différentes sondes fluorescentes

- acquisition de séries de sections optiques permettant la reconstruction 3D.

De plus, dans le cas d'un microscope confocal, la source de lumiére est un laser qui
donne des raies de lumiere monochromatique de longueur d'onde tres précise. Le microscope
confocal utilisé est un microscope inversé a balayage laser Zeiss LSM!510. Il est équipé d'un
laser Argon (Ar) qui emet trois raies (454 , 488 et 514!'nm) et de deux lasers Hélium/Néon
(HeNel!l et!ll) émettant une raie a 543!nm et une raie a 633'nm. |l dispose également de
miroirs dichroiques et de filtres d'excitation et d'émission permettant I'acquisition simultanée
de plusieurs signaux fluorescents distincts a partir d'un méme plan optique sans risque de
chevauchement de fluorescence ou "crosstalk".
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FigureIn-1: Mise en évidence du phénomene de co-suppression chez e pétunia.

Phénotypes de différentes lignées de pétunias transgeniques transformées avec le gene de la chalcone
synthase et montrant une co-suppression du géne chs. (a) pétunia sauvage, (b) a (g) : pétunias transgéniques .
Photos d’ apres Atkinson et al. (1998).
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Figureln-2: Alignement des protéines de la famille argonaute/pinhead/piwi/zwille.

D.m. : Drosophila melanogaster ; A.t. : Arabidopsis thaliana ; H.s. : Homo sapiens ; N.c. : Neurospora
crassa ; C.e. : Caenorhabditis elegans. PAZ : domaine conservé Piwi/Argonaute/Zwille ; RIIl : domaine
Rnase 1l ; dsB : domainedeliaisonal’ ARN double-brin ; PolyQ : répétitions de résidus glutamines.
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Figureln-3: Modéle pour lareconnaissance et le clivage des RNA cibles.

Un complexe contenant Dicer se fixe aux extrémités du RNAdb (a) de maniére assymétrique (b), Les deux
ovales représentent deux monomeres ou deux domaines d'un complexe contenant Dicer, la présence de
nucléotides non appariés en 3' est bénéfique pour la réaction. Le RNAdb est ensuite clivé en fragments de
21-23nt (c) qui restent associés avec Dicer (SsRNP : small interfering ribonucleoprotein) (d) et vont pouvoir
interagir avec le complexe RISC qui va reconnaitre le RNA homologue. On ne sait pas si Dicer reste associé
avec le complexe, mais une activité nucléasique () clive ensuite I’ARN cible de fagcon séquence spécifique
au centre de la région reconnue par le SIRNA guide (€). Un des domaines du complexe contenant Dicer (en

bleu) dirige|” hybridation sur le RNA cible et confére la spécificité.
D’ aprés Elbashir et al., 2001.
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Figureln-4 : Modéle pour le signa et I’amplification du PTGS.

Pour expliquer le mouvement du PTGS systémique atravers I’ organisme, il doit exister une protéine capable
de transporter du RNA double-brin (db) ou des sSRNAs d une cellule silencée vers une cellule non-silencée.
Une fois dans la cellule voisine, ce RNAdb va étre dégradé et une partie des siRNAs obtenus va pouvoir
servir d’amorce a la RdRp cellulaire pour synthétiser de I’ARNdb a partir de I’ARN cible. Ce nouveau
RNAdb sera alors dégradé ason tour et le PTGS est ains amplifié et peut se propager dans tout |’ organisme.

D’ apres Waterhouse et al., 2001.
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Figureln-5: Genes ayant un role dans les mécanismes de RNAI et PTGS.

* Plante : Arabidopsisthaliana ; Ver : Caenorhabditis elegans ; Mouche : Drosophila melanogaster ;
Fungus : Neurospora crassa ; Alga: Chlamydomonas reinhardtii.

T TE : activation de |’ activité de transposition dans |e mutant de ce géne

+ PAZ : présence du domaine PAZ (Piwi, Argonaute, Zwille)

|| Effet sur I’ activation de la transposition testé uniquement sur les mutants mut6 et mut7
CAF : Carpel Factory.
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Figureln-6: Modele général du PTGS.

Chez les plantes on peut distinguer deux branches distinctes pour induire le PTGS. La premiére est
dépendante des genes sde-1/sgs-2 (au milieu) et est induite a partir de RNA simple brin aberrant. La
deuxieme est indépendante des génes sde-1/sgs-2 et est induite soit par un RNAdb soit par un RNA viral.

Le RNAdb est ensuite clivé par Dicer en sSiRNA qui vont permettre de cibler le complexe RISC sur les RNA
homologues en séquence pour les dégrader. Les SSRNA peuvent également servir d’amorce a la RdRp pour
synthétiser du RNAdb a partir de RNAsb. D’ apres V oinnet, 2001 et VVaucheret et al. 2001.
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Figureln-7: Mode d' action comparé des micro-RNA et des SiIRNA.

AAA

Les précurseurs de micro-RNA d'environ 70 nt sont clivés par Dicer pour former les formes matures,
simple-brin, d’environ 22 nt (en gras sur le schéma). De méme, les longues molécules de RNA db qui
initient le RNAI sont dégradés par Dicer en SRNA de 21-23 nt. Des membres distincts de la famille de
protéines a domaines PIWI/PAZ (cf. figure In-2) sont impliqués dans les étapes ultérieures des deux
procédés. Les SSRNA entrainent la dégradation de leur cibles, mais les micro-RNA s apparient a |’ extrémité

3’ non codante du mMRNA cible et régulent négativement latraduction de celui-ci.
D’ aprés Pasquinelli, 2002.
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Figure In-8 : Mode d’ action des différents types de suppresseurs viraux.

Les deux branches du PTGS sont représentées. HC-Pro agirait en amont de |a dégradation des RNAdb par
Dicer en interagissant avec une protéine cellulaire, rgs-CaM, inhibant ainsi le silencing local.

P25 et Cmv2b agissent sur la branche sde-1/sgs-2, respectivement en empéchant la formation du signal (p25)
ou son mouvement (Cmv2b). Ces deux protéines ont un effet sur le silencing systémique.

D’apres Lietal., 2001.



Figure1n-9 : Symptdmes du rabougrissement de I’ arachide.

(a) Plants d’arachidesinfectées par le PCV. A gauche, plante infectée ; &. droite, plante saine.
(b) Symptémesfoliaires observés sur des feuilles d’ arachide infectées par le PCV.
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Figuren-10 : Morphologie et organisation génétique du Peanut Clump Virus.

(a) Observation au microscope électronique des particules viralesdu PCV. (Photo de M. Mayo)

(b) Organisation génétique desRNA-1 et 2du PCV. —» Trandecture du codon STOP de|I’ORF 131.

mtr : motif méthyltransférase, hel : motif hélicase, pol : motif RNA polymérase RNA dépendante.
TGB : Triple Gene Block.

Protéines impliquées dans laréplication du RNA viral
Protéines impliquées dans |le mouvement du virus

Protéines impliquées dans |’ encapsidation et la transmission du virus par le champignon vecteur



FigureIn-11 : Symptdbmes du Beet Necrotic Yellow Vein Virus.

(a) Parcelle de betterave contaminée par le BNYVV. Les zones infectées apparaissent comme des foyers de
teinte vert clair.

(b) Feuille de betterave infectée par le BNYVV montrant les symptémes caractéristiques de chlorose au
niveau des nervures.

(c) Racines de betteraves infectées (a gauche) comparée a des racines saines (a droite). L’infection par le
BNYVV induit une prolifération anarchique du chevelu racinaire et une diminution de lataille du pivot.
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Figureln-12: Morphologie et organisation génétique du BNYVV.
(a) Observation en microscopie électronique des particules viralesdu BNYVV.
(b) Organisation génétique desRNA 1 a5du BNYVV. —» : trandecture du codon STOP de la CP.

mtr : motif méthyltransférase, hel : motif hélicase, pro : motif protéase, pol : motif RNA polymérase RNA
dépendante. TGB : Triple Gene Block.

Protéines impliquées dans laréplication du RNA viral
Protéines impliquées dans le mouvement du virus
Protéines impliquées dans |’ encapsidation et/ou la transmission du virus par le champignon vecteur

Protéines impliquées dans la symptomatologie



FigureIn-13: Symptdmes causés par le Beet Western Y ellows Virus.

(a) Champ de betteraves infecté par le BWYV, lazone infectée est clairement visible au centre.
(b) Feuille de betterave infectée.

(c) Plant de Nicotiana clevelandii infecté par le BWYV.

La coloration jaune prise par les feuilles de plantes infectées est due a un défaut de transport des nutriments.
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Figuren-14 : Morphologie et organisation génétique du BWYV.
(a) Observation en microscopie électronique des particules du BWYV.

(b) Organisation génétique du RNA du BWYV. Les ORF 0, 1 et 2 sont exprimées a partir du RNA
génomique, alors que les ORF 3, 4 et 5 sont traduites a partir d’ un RNA subgénomique (subg).

La protéine P2 est exprimée par décalage du cadre de lecture dans I'ORF 1 ( / ) et la protéine RT par
translecture ( —) du codon STOP de |’ ORF 3.

Pro : motif protéase, hel : motif hélicase, pol : motif RARp
. Protéinesimpliquées dans laréplication du RNA viral.
& Protéinesimpliquées dans le mouvement du virus.

" Protéinesimpliquées dans I’ encapsidation (CP) et latransmission du virus par le puceron vecteur.



Figurel-1: Modéle utilisé pour I’ étude de lasuppression du PTGS.

Photographies prises sous lumiére ultra-violette.

(a) Nicotiana benthamiana wt.

(b) Nicotiana benthamiana lignée 16¢ exprimant la GFP.

(¢) Nicotiana benthamiana GFP en cours de silencing apres agro-infiltration d’ une construction GFP.

(d) Nicotiana benthamiana GFP totalement silencée.
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Figurel-2: Lesdifférents moyens d’ identification d’un suppresseur de PTGS.

(a) Croisement génétique avec une plante silencée constitutivement. |l y aura levée du silencing dans le
produit du croisement.

(b) Infection de plantes silencées avec un vecteur viral contenant le suppresseur (PVX-HCPro). Laréversion
du silencing sefera dans toute la plante si | e suppresseur peut bloquer la maintenance du PTGS.

(c) Expression transitoire par agro-infiltration. La présence d’'une souche d agrobactéries portant la
construction HCPro en plus de la souche portant I'inducteur du silencing (agro-GFP) conduit a la
suppression du PTGS et ala surexpression de la GFP dansla zone infiltrée (le patch).
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Figurel-3: Alignement de difféérentes protéines «!Icystein-rich!».

PCV : Peanut Clump Virus,, BSMV : Barley Stripe Mosaic Virus, PSLV : Poa Semi Latent Virus, LRSV :
Lychnee Ring Spot Virus, BNY VYV : Beet Necrotic Yellow Ven Virus.

Les cystéines et histidines conservées sont entourées d’ un rectangle, la cystéine non-conservée de la protéine
P15 est indiguée par une fléche verte et les cystéines impliquées dans la formation d’un doigt de zinc chez la
protéine P14 du BNYVV sont indiquées par des fleches jaunes. Les résidus marqués d'un point sont
retrouvés dans au moins 3 des séquences, ceux marqués d'une astérisque sont conservés dans les 5
séquences. La couleur rouge indique I’ identité et 1a couleur bleue, la similarité.
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Figurel-4: Rdle des cystéines de la protéine P15 dans sa fonction de suppression de PTGS.

() Analyse par Northern blot des mMRNA GFP accumulés dans les patchs co-infiltrés avec pBin-GFP et :
pBin 61 vide (Bin), pBin P15 (P15), pBin 15C1 (C1), pBin 15C2 (C2), pBin 15C3 (C3), pBin 15C4 (C4),
pBin 15-24S (24S), ou pBin 15-34S (34S). NI : feuilles de N. benthamiana 16¢ non infiltrées.

(b) Analyse par Western blot de la protéine P15 et des mutants de la protéine P15, extraits a partir des
mémes échantillons qu’ en (a).
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Figurel-5: Suppressiondu PTGS par leBNYVV.

RNA viraux

(@) Comparaison de la suppression du PTGS par le PCV et par le BNYVV. Le BNYVYV supprime le PTGS
dans les tiges et les nervures (photos 2 et 4) et le PCV dans la feuille entiére (photos 3 et 5). Photographies
prises sous lumiéere UV 15 jours apres infection.

(b) Analyse par Northern blot des RNA messagers extraits des plantes infectées par le BNYVV. GFP NS :
plante GFP non silencée, GFP S: plante GFP silencée, T : tige, N : nervure, L : limbe.
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Figurel-6: Laprotéine P14 du BNY VYV est un suppresseur de PTGS.
(a) Exprimée a partir du PV X, la protéine P14 supprime le PTGS dans lestiges et |es nervures.

1 : construction PV X-P14, l : promoteur du RNAsubg dela CP; 2 : plante GFP silencée infectée par PV X ;
3 : plante GFP silencée infectée par la construction PV X-P14.

(b) Suppression du PTGS par |a protéine P14 en expression transitoire par agroinfiltration.

1 : constructions binaires utilisées ; 2 : feuilles co-agroinfiltrées par pBin-GFP + pBin (témoin négatif),
pBinHCPro ou pBinP15 (témoins positifs) et pBinl4 ; 3 : analyse par Northern blot des mRNA GFP et des
SIRNA extraits des zones agro-infiltrées. La protéine P14 semble supprimer le PTGS moins efficacement
gue la protéine P15 ou la protéine HCPro. N. I. : feuille GFP non infiltrée.



SCORE=313

Bao AvelEEEE
L

ROV : 37

BEMY : 38

B LY 1 4.5

LEEY : 19

BRY VNV : 12

T e MPESEFFREEERERRVA

EEMY ---lmm?FSCvcch ————————————— ITTSTYCGKRCERKHVYEETRNKRLE
ESLV ----METDLCEVOGNV-KD- - ECGKFCEAKCLRKATFREEVREKQLAE
LEEY m;.E'i\i"i?K‘v'CTMC::w—FD —————————— EELEFCEPRCETRAGFKSERKRREAR
ENYVY MVDELOVEYGRYITECS SIKFSEWKLFTIAVFVEYRE- - - -

cons i —— L

s

BCY L-LGEDAY- - -EllncvceyBEoMpPPAVERVEVEADTEED VY LIERYE -
EEMV LYXKYLLEPgKEALNGIverscampcs a2l - - ------- LPIvVSEECE -
BSLY ZYLKHOLIPVSOOLNSFPEYHCGMISALEN - - - -DBBGK- - - -- - PYVMNEIOE -
LESY LFPAKHNLTAKTEOUNKFEARSCOMYANTARHGLEDGTTT - - - - - - LTIDBYCSE -

BNYVY  ------ LeececorxN DR - - - - Qoo

Cons R « k ,l*
e I FRLYESLKDVSDDELKLRELERQRETLLASFQOELKRYDE
BEMY  m-------- o= OENADLYDSLLKRSEQELLLEFLOKKMOELKLSHIVKMAKLES
E3LY meme------o- HTAL&LALKAKDGAiLRLhVLEPRPYUMiJVE}FRLDRLA“
LEEY  mmmmmmmm - ﬁ@n¥rﬁﬁ§LLavMbnTELK1HppALKLEHQqa AVAKNGIKLAY
ENYWVY HLECHKONENHSEHVONGYLEK

Upos m@* . ® .

ECV TR — — — — = = - — — -~ ——— - Sm Do SKL

BEMV EVNAIRKSVASSPEBENGODD - - - - - - - - - ------- EEL

PELY NLEEERNRLITSGTITVKEDGEES KQLEVEVEMTTA SRL

LESV ELAARLRNS -~~~ - == - - - - oo—o— oo SKL

=he s LSRR S S e

Cons

Figurel-7: Alignements des proténes CRP montrant les domaines conservés.

Les couleurs indiquent le pourcentage de similarités entre les différentes protéines, du bleu au rouge =
pourcentage de similarité croissant. La protéine P14 du BNYVV présente le moins de similarité avec les
autres protéines CRP.
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Figurel-8: Rble du doigt de zinc de la protéine P14 dans la suppression du PTGS.

(a) Représentation schématique des mutants dans le doigt de zinc. Les acides aminés indiqués ont été
remplacés par des alanines.

(b) Suppression du PTGS par les mutants P14-354, 356, 357 et 358.

(c) Analyse par Western blot des protéines total es extraites des feuilles infiltrées avec les constructions
indiquées.
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Figure[-9: Localisation de la protéine P14 en contexte viral.

() Représentation schématique des constructions utilisées. Dans la construction 2-3722, la séquence de
I’ORF 14 a été mutée par changement de I’ ATG en ATC et par insertion d un codon STOP TAG en position
+2.

(b) Observation en microscopie confocale de la localisation subcellulaire des protéines de fusion 14EG et
EG14 dans des protoplastes de cellules BY 2, 24h post-infection.



1+2-3722

Figurel-10: Fonctionnalité des protéinesde fuson EG14 et 14EG.

(a) Photographies de feuilles de Chenopodium quinoa infectées par les constructions indiquées. En |’ absence
de laprotéine P14, les|ésions sont petites et nécrotiques (photographie 2).

(b) Observation en microscopie confocale de la localisation subcellulaire des protéines de fusion 14EG et
EG14 dans les plantes montrées en (a) (photos 3 et 4). Les fléches indiquent le nucléole. La fluorescence
rouge est due aux chloroplastes.
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Figurell-1: Tentative de détection de la proténe PO a partir de différents mutants du BWYV.

(8) Représentation schématique des constructions utilisées. Mutant 6.26 : remplacement du codon STOP de
la CP en codon Y, mutant 6.4 : déletion de I’ORF 5 (sauf 123 derniers nts), mutant 6AH3 : déletion des 32
aminoacides C terminaux de la P5, mutant 5.1845 : mutation de I'AUG de I’ORF 4 et introduction de 2

codons STOP en aval.

(b) Analyse par Western blot des protéines totales extraites de feuilles agro-infiltrées avec les constructions

pBin indiquées. N.1I. : plante non infiltrée.
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Figurell-2: Expression delaprotéine PO apartir du RNA subgénomique du BWYV.

(a) Représentation schématique des constructions utilisées.

(b) Analyse par Western blot des protéines total es extraites de feuilles agro-infiltrées avec les constructions

binaires indiquées.

(c) Photographies sous lumiére visible des feuilles agro-infiltrées avec les constructions PO ou virales avec

ou sans |’ ORFO dans le RNA subgénomique.
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Figurell-3: Localisation subcellulaire de la protéine PO.

(a) Représentations schématiques des constructions utilisées. 1 : constructions virales ; 2 : constructions pQ,
le leader Q du TMV augmente I’ efficacité de traduction.

(b) Observation en microscopie confocale de protoplastes de cellules BY-2 24h aprés infection par les
constructions PV X-POEG (1) et PV X-EGPO (2).

(c) Observation en microscopie confocale de cellules BY -2 16h aprés bombardement des construction pQ-
EGFP (1), pQ-POEG (2) et pQ-EGPO (3). A gauche : observation de la fluorescence de I' EGFP, a droite :
observation en contraste différentiel interférentiel (DIC).
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Figurell-4: Organisation géenétique des Luteoviridae.

(a) Genre polerovirus, membre type : le PLRV

(b) Genre luteovirus, membre type : le BYDV-PAV

(c) Genre enamovirus, membre type : le PEM V-1 (Pea Enation Mosaic Virus)
= Protéinesimpliquées dans laréplication du RNA viral.

& Protéinesimpliquées dans le mouvement du virus.
o

Protéines impliquées dans |’ encapsidation (CP) et la transmission du virus par le puceron vecteur.
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Figurell-5: Suppression du PTGS par la protéine P4 du BYDV.
(a) Représentation schématique des constructions binaires contenant les ORF 4 et 6 du BYDV.

(b) Photographies sous lumiére UV de feuilles de N. benthamiana 16c co-infiltrées avec pBin-GFP + pBin
vide (Bin, témoin négatif) ; pBin-PO (PO témoin positif) ; pBin-P4g, ou pBin-P6.

(c) Analyse par Northern blot des mMRNA et des ssIRNA GFP extraits des feuilles montrées en (b). N.1. :
plante GFP non infiltrée.
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Figurell-6: Comparaison entre les protéines P4 duBYDV et du BWYV.

(a) Analyse par Northern blot des mMRNA et des SSRNA GFP extraits des plantes co-infiltrées avec pBin-GFP
et les constructions pBin indiquées. N.I. : plante GFP non infiltrée, Bin : plasmide pBin sansinsert.

(b) Analyse par Western blot des protéines totales extraites de feuilles co-infiltrées avec pBin-GFP + pBin,
pBin-P4g, ou pBin-P4,,. Hybridation avec un anticorps spécifique de la protéine P4 du BYDV (a gauche)
ou de la P4 du BWYV (a droite). Les deux protéines migrent un peu plus haut que le poids moléculaire
calculé (17kDapour laP4 duBYDV et 19kDa pour la P4 du BWYV).
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Figurell-7: L’ activité de suppression de la protéine PO permet la surexpression de protéines hétérologues.
Analyse par Western blot de protéines totales extraites 5 et 15 jours post-infiltration (dpi) de feuilles co-
infiltrées avec pBin ou pBin-PO + pBin-P4g,,, pBin-CPy,, €t pBin-GFP et révelées avec les anticorps
correspondants. La position des proténes est indiquée sur la gauche.





