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virus-induced gene silencing
viral protein genome-linked
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Introduction générale

Introduction générale

Le transport des virus a longue distance dans une plante est une étape cruciale
a I'établissement d’une infection complete. En effet, apres l'inoculation initiale, en
général par un insecte vecteur, le virus se réplique au point d’inoculation, puis
transite dans les cellules voisines par les plasmodesmes modifiés par 'action d’'une
ou plusieurs protéines de mouvement (MP). Apres l'infection locale, I'enjeu majeur
est d’assurer sa survie au dela de la plante infectée. Ceci nécessite d’envahir et de se
multiplier dans toute la plante pour augmenter ses chances d’étre acquis par un
nouveau vecteur. L'invasion systémique d’une plante par un phytovirus nécessite un
« TGV », un transport a grande vitesse qui va emprunter les voies de communication a
distance de la plante, a savoir principalement, le phloéme. Contrairement au
mouvement a courte distance qui a bénéficié d’avancées importantes apres la
découverte des protéines de mouvement (Schoelz et al., 2011), le transport a longue
distance reste peu connu (Hipper et al., 2013). Ce retard s’explique en partie par la

difficulté liée a I’étude des tissus vasculaires, situés en profondeur.

C’est pour pallier en partie a ce déficit de connaissances, que le projet ANR
« VIROMOUV » a vu le jour, une collaboration entre les équipes des Drs. Véronique
Ziegler-Graff a I'IBMP, Véronique Brault de I'INRA de Colmar et Frédéric Revers de
I'INRA de Bordeaux. L’objectif était de mieux comprendre le transport viral
systémique en identifiant (1) de nouvelles protéines cellulaires participant a ce
processus, et (2) de caractériser a I'échelle du génome, les geénes dérégulés par
I'infection, spécifiquement dans les tissus vasculaires.

Mon projet de thése s’inscrit dans cette thématique et avec comme mission
premiere l'isolement de cellules compagnes d’Arabidopsis thaliana, a partir
desquelles seront extraits les précieux ARN. Ce verrou technique levé, j’ai pu réaliser
I'étude transcriptomique différentielle afin d’identifier des genes exprimés dans le
phloéme qui présentent une dérégulation suite a une infection virale. Ces
dérégulations peuvent étre induites soit par la plante suite a I'infection pour lutter
contre les virus, soit directement par les virus. Dans ce cas, ces changements

pourraient aider au développement ou a la propagation de l'infection lors de la
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réplication, de la traduction ou dans le cas qui nous intéresse le plus, dans leur

mouvement.

Les virus étudiés sont les Polerovirus et les Potyvirus dont 'impact économique
est important en raison de leur large gamme d’hotes. Ces deux genres viraux
présentent de nombreuses différences quant a leur morphologie, leur organisation
génomique ou leur tropisme cellulaire. Par exemple, l'infection des Polerovirus est
restreinte aux cellules phloémiennes alors que celle des Potyvirus touche toutes les
cellules. Malgré ces différences, ils utilisent tous deux le phloeme pour se mouvoir
dans leur hote sur de longues distances et donc envahir la plante entiére. De par cette
différence de tropisme cellulaire, une étude comparative des génes dérégulés dans les
cellules phloémiennes de plantes saines et infectées pourrait permettre
d’appréhender certains des mécanismes moléculaires qui sous-tendent le transport

viral systémique et mettre en évidence une spécificité selon la famille virale.

Grace a la mise au point de l'isolement d’ARN a partir de cellules compagnes
d’A. thaliana, j’ai pu participer a la construction d’'une banque spécifique d’ADNc de
ces cellules, banque qui a ensuite été utilisée dans un crible de double hybride dans la
levure afin d’identifier des partenaires de plusieurs protéines virales (en

collaboration avec le Dr Caren Rodriguez, post-doctorante a INRA de Colmar).
Enfin, durant ma these, je me suis également intéressée au role de genes

spécifiques du phloeme, les genes RTM connus pour restreindre le mouvement a

longue distance de certains Potyvirus.
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Abréviations -

Partie 1: Systeme vasculaire des Angiospermes

Pour la rédaction de ce chapitre, je me suis largement inspirée des trois revues

et livres suivants : (Roland et al., 2008, Mauseth & Bowes, 2012).

Les plantes supérieures ont développé un réseau symplastique de transport et
de communication permettant les échanges de nutriments et d’'informations entre
cellules et organes (Kehr, 2009). Les cellules sont ainsi reliées entre elles par des
connexions, les plasmodesmes, qui permettent de franchir la paroi végétale entourant
chaque cellule et créent ainsi une continuité cytoplasmique, endoplasmique et
membranaire entre une cellule et les cellules attenantes. Le transfert d’information
entre organes distants se fait quant a lui par le systéme vasculaire de la plante et plus
particulierement par le phloeme. Ces deux réseaux, local et a longue distance, sont
indispensables pour le développement et la croissance de la plante.

Méme si le transport de macro-molécules se fait principalement par ce réseau,
un certain nombre de molécules, de nutriments et de signaux circulent également par
la voie apoplasmique.

Le tissu vasculaire des angiospermes (plantes a fleurs) forme des faisceaux qui
parcourent la plante entiere. Il est constitué de tissus conducteurs (nervures)
associés a d’autres types cellulaires. Je vais me focaliser plus particulierement sur
I'anatomie des structures aériennes des angiospermes car ce sont ces structures que
nous avons utilisées dans cette étude.

Dans les tissus primaires des feuilles et tiges, produits par le méristéme caulinaire, les
tissus conducteurs qui se différencient a partir des cellules précambiales sont
accompagnés par trois autres tissus structurellement et fonctionnellement distincts :

- le parenchyme qui constitue le tissu le plus représenté,

- les tissus de soutien (collenchyme, et sclérenchyme),

- I'épiderme qui assure le contact avec I'atmosphere.
Les systémes conducteurs sont organisés de maniére différente chez les
Monocotylédones et chez les Dicotylédones. En effet, dans les feuilles des
Monocotylédones (herbes et graminées), les faisceaux vasculaires principaux sont

généralement paralleles a leur axe. Ils sont reliés entre eux par de petits faisceaux

13



Introduction générale - Systeme vasculaire des Angiospermes

secondaires non ramifiés. Chez les Dicotylédones, les faisceaux vasculaires des
feuilles forment un véritable réseau a partir d’'une nervure principale qui est
centrale. Des voies secondaires suivent une disposition réticulée de part et d’autre de
la voie principale. Elles sont reliées entre elles par des petites nervures transversales.

Dans les tiges de Monocotylédones, les nombreux faisceaux regroupant xyleme
et phloeme sont éparpillés sur le plan transversal (Figure 1A) alors que chez les
Dicotylédones, les faisceaux présents dans les tiges sont moins nombreux mais sont
placés en cercle autour de I'axe central de la tige (Figure 1B). Dans ce cas, le xyléeme
est toujours placé du coté interne du faisceau, au plus proche de I'axe de la tige. Chez
les Cucurbitacées et les Solanacées, le phloéme est présent sous deux structures : le
phloéme interne et le phloéme externe. Dans cette situation, c’est le phloéme interne

qui se trouve en position plus centrale.

Figure 1: Coupes transversales de tiges. (A) Tige
d’Asparagus officinalis (Monocotylédone). Coloration a la safranine
pour les parties lignifiées et au vert intense pour la cellulose et le
cytoplasme. Les faisceaux vasculaires sont éparpillées sur la
coupe.

Source :http://www.microscopie.ch/articles/asparagus/asparagu
s.php)

(B) Tige de renoncule (Dicotylédone). Coloration au carmino vert
de Mirande. Les faisceaux vasculaires sont situés le long d'un
cercle, en périphérie.

(http://www.bcpst.eu/spip.php?article13)

Dans les tissus plus éloignés des méristemes, les structures sont plus
différenciées ce qui permet de distinguer d’'une part le protoxyleme et le métaxyleme
et d’autre part le protophloéme et le métaphloeme. Le protoxyleme et le
protophloéme sont les premiéres structures a se différencier a partir du procambium.
Le protoxyleme est généralement composé d’éléments conducteurs annelés ou
spiralés. Le protophloeme est quant a lui composé uniquement de tubes criblés. Ces
deux structures seront écrasées au cours de la croissance au profit du métaxyleme et
du métaphloéme qui vont se différencier a partir du moment ou l'organe qui les
contient a cessé de s’allonger. Les éléments conducteurs du métaxyléme sont

fortement lignifiés et sont généralement scalariformes (en forme d’échelle), réticulés

14



Introduction générale - Systeme vasculaire des Angiospermes

ou ponctués. Ce sont les derniéres structures primaires formées. Dans les tiges et
feuilles, la différenciation du xyleme primaire est dit centrifuge car le protoxyléme
occupe une position plus interne au métaxyleme. La différentiation du phloeme se
déroule a 'opposé de celle du xyleme, c’est a dire qu’elle est centripete.

Chez les Dicotylédones comme Arabidopsis thaliana, le phloeme et le xyleme

sont superposés, séparés l'un de l'autre par le cambium fasciculaire qui dérive du
procambium (couche de cellules embryonnaires non différenciées) (Figure 2).
Dans les racines, les éléments du phloéme et du xyleme sont distincts et forment des
poles phloémiens et xylémiens, disposés de facon alterne; la différenciation du
phloeme et du xyleme est centripete. Chez les Monocotylédones, on observe
habituellement de nombreux pdles xylémiens situés autour d’'une moelle centrale en
alternance avec des poles phloémiens plus externes. La répartition des poles
vasculaires est différente chez les Dicotylédones: on n'observe pas de moelle au
centre de la racine mais une colonne centrale de xyleéme, le plus souvent en forme de
croix ou d’étoile dont les branches s’insinuent entre les pbles phloémiens.

Les tissus conducteurs secondaires sont produits a partir du cambium
vasculaire, qui est un méristéeme secondaire. Il provient de la différenciation des
cellules précambiales qui ne se sont différenciées ni en xyleme ni en phloéme. Le

cambium produit donc du xyleme secondaire (bois) et du phloeme secondaire (liber).

Figure 2 : Coupe transversale d'une hampe florale d'A. thaliana.

(A) Cette coupe permet d’observer l'organisation circulaire des faisceaux
vasculaires dans une tige. (B) Agrandissement d’'un faisceau vasculaire avec les
petites cellules du phloéme (ph) séparées des cellules du xyléme par le
procambium (pc). Les cellules du xyleme sont de deux sortes: le métaxyleme
(mmx) ou vaisseaux et le protoxyléme (px) ou trachéides (Turner & Sieburth,
2002).
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I. Anatomie et fonctions des tissus vasculaires

1. Le xyléeme

Le xyleme est un tissu complexe dont le réle principal est de transporter 'eau
des racines aux parties supérieures de la plante, via ses éléments conducteurs. De
part la rigidité des structures qui le composent, il procure aussi a la plante un soutien
mécanique. La seve brute qui circule dans ces vaisseaux conducteurs est composée
d’eau et de sels minéraux. Elle monte dans la plante notamment grace a l'aspiration
engendrée par le flux transpiratoire issus des feuilles mais aussi grace a la poussée
racinaire.

Chez presque tous les Angiospermes, les éléments conducteurs sont composés
de vaisseaux et de trachéides (Figure 2) et sont entourés de cellules du parenchyme
xylémien et de fibres.

- Les vaisseaux, lorsqu’ils sont matures, sont composés de cellules mortes dont
la paroi est devenue imperméable par lignification. Ils mesurent entre 20 et 400 um
de diametre selon I'espéce. Ces cellules ayant perdu leur protoplaste, 'eau peut ainsi
circuler librement dans leur cavité grace a 'absence de membrane plasmique et de
cytoplasme. Elles sont de forme allongée mais plus courte que les trachéides et
disposées bout a bout pour former une sorte de tuyau rigide. Elles sont reliées les
unes des autres par des plaques perforées de nombreuses ouvertures qui permettent
le passage de I'eau.

- Les trachéides sont quant a elles de longues et fines cellules, non perforées et
biseautées a leurs extrémités. Elles ont un diametre de 10 a 50 um selon 'espece. Ce
sont des cellules uniques contrairement aux vaisseaux dont les éléments sont reliés
entre eux. Méme si elles participent au transport de la seve brute, elles ont
principalement un réle de soutien plus global de la plante.

- Les cellules du parenchyme xylémien sont des cellules vivantes, entourant les
éléments conducteurs. Celles qui sont directement en contact avec eux ont une forte
activité métabolique, comparable a celle des cellules compagnes liées aux les tubes
criblés dans le phloeme. Mais la comparaison s’arréte la car leur relation avec les
éléments conducteurs est bien différente, ces derniers n’étant plus des cellules
vivantes. La communication s’opere par le biais de ponctuations au niveau des

vaisseaux. Les solutés doivent traverser la membrane plasmique des cellules de
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contact puis entrer dans I'espace apoplasmique des vaisseaux. Ces cellules accolées
aux éléments conducteurs n’accumulent pas de réserves, cette fonction étant assurée
par les cellules du parenchyme plus éloignées.

- Les fibres xylémiennes jouent un réle important dans le soutien de la plante et
parfois dans le stockage. Certaines d’entre elles restent vivantes a maturité.

Les trachéides et les vaisseaux transportent tous deux la seve brute vers les
parties supérieures de la plante. Par la structure des trachéides, qui restent un
enchainement de cellules isolées, la circulation de la séve se trouve donc indirecte et
ralentie par le passage d'une cellule a I'autre. Dans les longs tuyaux des vaisseaux par
contre, la circulation de la séve brute se déroule de maniéere directe. C'est un avantage
car ces structures présentent moins de résistance a I'écoulement ; mais en présence
d’'une bulle d’air par exemple, tout le vaisseau sera inutilisable, alors que si cela se
produit dans les trachéides, seule une cellule sera touchée.

Les éléments conducteurs sont plus ou moins lignifiés selon le degré de maturité du
tissu. On distingue :
- des éléments annelés et spiralés qui sont extensibles (trachéides du
protoxyleme),
- des éléments a ponctuations scalariformes ou aréolées (trachéides),
- des éléments rayés, réticulés ou ponctués (vaisseaux).
Les deux derniers types d’éléments xylémiens sont incapables de croitre a cause de

leur lignification.

2. Le phloéme

Le phloeme primaire permet le transport de la seve dite élaborée, composée
d’eau, de sucres synthétisés par les parties aériennes de la plante lors de la
photosynthese, de sels minéraux, de protéines et de phytohormones. Il permet un
transport rapide de la seve et de ses constituants (environ un metre par heure). Il est
issu de la différenciation du procambium.

Il est formé de différents types cellulaires : les tubes criblés (TC), les cellules
compagnes (CC) et les cellules du parenchyme phloémien. Les CC et les TC
proviennent de la division asymétrique d'une cellule mere unique (Oparka &
Turgeon, 1999). Apres cette division, les TC dégénérent en partie. Cette autolyse est

sélective puisqu’il y a destruction de certains organites sans que cela touche les
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autres. En s’ouvrant, la vacuole entraine la dégradation du noyau, de I'appareil de
Golgi et des ribosomes cytoplasmiques. Le réticulum endoplasmique est conservé
dans les tubes criblés mais il est fortement modifié en un réseau de tubules et
d’agrégats appelé SER (sieve element reticulum)(Wooding, 1967). Il ne reste plus
dans les tubes criblés que quelques mitochondries modifiées, la membrane plasmique
et le SER (Sjolund et al., 1983). On retrouve également des plastes en grand nombre
ainsi que des protéines spécifiques du phloeme, les protéines-P.

- Les TC sont composés de cellules disposées bout a bout, vivantes mais en
partie dégénérées. Elles ne possédent plus ni noyau ni vacuole ni ribosomes, perdant
ainsi probablement leur capacité de transcription et de traduction. Elles conservent
par contre leur membrane plasmique qui va recouvrir la paroi et le bord des pores,
mais aussi des mitochondries, quelques plastes sans thylakoides fonctionnels et du
réticulum endoplasmique spécifique a ces cellules. Les TC sont composés de tres
longues cellules jointives au niveau de leurs extrémités ou se trouve une plaque
criblée comportant de nombreux pores allant de 200 a 400 nm de diametre en
moyenne mais pouvant atteindre 1 a 2 um chez les Cucurbitacées.

- Les CC sont des cellules dérivant de la méme cellule-mere que les TC. Elles ont
une activité métabolique importante afin de fournir aux TC les différents composés
nécessaires a leur survie. Elles participent aussi au chargement des TC en
photoassimilats, comme les sucres. Les CC et les TC sont intimement liés par de
nombreux plasmodesmes spécifiques, appelés PPU (pore-plasmodesma units)(van
Bel, 1996). IIs sont toujours ramifiés du cété des cellules compagnes et uniques du
coté tubes criblés (Figure 3). Leur seuil d’exclusion limite (SEL), qui indique la taille
maximale des protéines capables de transiter par un type de plasmodesmes, est assez
important puisqu’il est de I'ordre de 67 kDa contre 1 kDa pour les plasmodesmes

reliant les cellules du mésophylle (Stadler et al., 2005).

Il existe plusieurs types de complexes CC/TC selon le lien existant entre ces
deux types cellulaires. Ainsi chez la plupart des herbacées, les CC ne sont pas
directement liées aux TC par des plasmodesmes. Ces CC dites de transfert comportent
de nombreuses invaginations augmentant ainsi la surface d’échange avec l'extérieur
assurant ainsi le transport par le milieu apoplasmique. Dans de nombreuses autres

plantes dont les Cucurbitacées, les CC sont reliées aux TC par de nombreux

18



Introduction générale - Systeme vasculaire des Angiospermes

plasmodesmes ce qui permet aux molécules d’emprunter la voie symplasmique. Les
CC dans ce cas sont appelées CC intermédiaires. Ces deux systemes peuvent co-exister

au sein de la méme espeéce.

Figure 3: Plasmodesme branché reliant un
tube criblé (TC) d’A. thaliana a une cellule

e compagne (CC). La fleche bleue montre 'entrée

ol unique du cbété du tube criblé et les fleches

Z“_ rouges, les ramifications au niveau de la cellule
-

3 compagne.  (Microscopie  électronique a

:’ transmission). Echelle: 250 nm (Oparka &

;'E Turgeon, 1999)

s

e T

=3

- Les cellules du parenchyme phloémien sont des cellules vivantes qui

constituent des réserves.

Le phloéme secondaire présent dans les tissus matures a un réle completement
différent. Il est mis en place suite a la disparition rapide du phloéme primaire. Il
forme en partie I'écorce protectrice des arbres et ses cellules parenchymateuses

servent de tissus de réserve. Il est issu de la différenciation du cambium.

II. Transport et mouvement au sein du systeme vasculaire

1. Transport et mouvement au sein du xyleme

La seéve brute (pH 5,5-6) est constituée dans les racines de la plante, plus
précisément au niveau des radicelles (Satoh, 2006). Les éléments qui la composent
traversent les cellules de I'épiderme, les cellules corticales et I'endoderme de la
radicelle par la voie symplastique via des plasmodesmes et pénétrent la zone
apoplastique de la stele contenant les vaisseaux conducteurs. On retrouve dans les
cellules du parenchyme xylémien d’A. thaliana, plusieurs transporteurs qui
pourraient étre impliqués dans le chargement d’ions dans le xyleme comme le

potassium (Gaymard et al., 1998), le phosphate (Hamburger et al., 2002) ou le bore
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(Takano et al., 2002). Certains genes, codant pour des protéines retrouvées dans la
séve xylémienne du concombre, sont exprimés spécifiquement dans les cellules du
parenchyme xylémien. Il s’agit de genes codant pour une protéine GRP (glycine-rich
protein) présente dans la seve brute (Sakuta et al., 1998) et d’'une lectine (XSP30)
(Oda et al, 2003). Le gene codant pour la lectine est exprimé dans cellules du

parenchyme xylémien et aussi dans celle du péricycle.

Dans la seve xylémienne, on retrouve principalement des acides aminés et des
ions, puis dans une moindre mesure des sucres, des protéines et des hormones. Ainsi
la séve brute de Cucurbita maxima contient les acides aminés glutamine et
méthylglycine (en cas de sécheresse) et les ions phosphate, nitrate, sulfate, calcium,
magnésium, potassium et bore (Satoh, 2006). On y retrouve aussi comme source
principale de sucres : des oligosaccharides et des polysaccharides (Iwai et al., 2003),

des protéines et une hormone : la cytokinine (Kuroha et al., 2002).

Les acides aminés sont fortement présents dans la séve brute (Hunt et al,
2010) mais cependant en quantité moindre que dans la séve élaborée (Bi et al., 2007).
Okumoto et al. (2002) ont montré I'implication possible de la perméase AAP6 (amino
acid permease), transporteur d’acides aminés, présente en grande quantité dans les
tissus « puits » mais aussi dans les cellules du parenchyme xylémien d’A. thaliana,

dans le mécanisme de translocation des acides aminés du xyleme vers le phloeme.

En ce qui concerne les protéines présentes dans la séve brute, certaines
familles sont communes a travers les especes végétales. Ainsi, les protéines GRP sont
présentes dans la séve brute des cucurbitacées (Buhtz et al., 2004) et des brassicacées
(Kehr et al.,, 2005). Elles ont un réle structural puisqu’elles constituent la paroi
végétale avec la cellulose, les hémicelluloses, les pectines et la lignine mais elles
peuvent également avoir un réle dans la défense de la plante ou dans la réponse a
différents stress (Mangeon et al, 2010). Les protéines GRP du concombre sont
exclusivement synthétisées dans les tissus vasculaires des racines et sont ensuite
transportées par le xyléme pour se déposer au niveau de la paroi des ces vaisseaux.
Elles pourraient plus précisément étre impliquées dans les mécanismes de réparation

de la paroi cellulaire (Sakuta & Satoh, 2000).
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Les enzymes sont aussi trés représentées dans la part de protéines présentes
dans la seve xylémienne. Les péroxydases (POX) par exemple sont des protéines
ubiquitaires présentes dans la seve brute de nombreuses especes comme celle
d’arbres fruitiers (Biles & Abeles, 1991), des brassicacées (Kehr et al., 2005) ou des
cucurbitacées (Buhtz et al., 2004). Leur role dans le xyleme est assez incertain vu la
multitude des fonctions connues pour ces protéines (Passardi et al, 2005). Des
protéinases ont aussi été détectées dans la seve (Kehr et al., 2005, Buhtz et al., 2004).

Chez les brassicacées et certaines solanacées, on retrouve également des
protéines impliquées dans les mécanismes de défense de la plante comme des
protéines PR (pathogenesis-related) mais aussi des protéines qui leur sont souvent
associées (chitinases, glucanases)(Kehr et al.,, 2005). Ces différentes protéines de
défense ont déja été détectées dans des études précédentes, par exemple dans la seve
de tomate infectée par un champignon (Rep et al.,, 2002). Des chitinases ont aussi été
identifiées chez certaines brassicacées (Buhtz et al., 2004) pouvant agir contre des
champignons pathogenes dont la paroi est composée de chitine, méme si ceci n’a pas
encore pu étre démontré.

Une autre famille protéique présente dans la seve brute est la famille des
lectines. Ces protéines sont capables de se lier avec une forte affinité a des
glycoprotéines, des glycolipides ou des polysaccharides. Bien que leurs rdles
demeurent mal définis, les lectines semblent étre importantes car on les retrouve

dans beaucoup d’organes et tissus différents (Chrispeels & Raikhel, 1991).

La seéve brute peut contenir certains pathogenes, le xyleme étant une des voies
d’acces aux différentes parties de la plante (Yadeta & BP, 2013). On peut y retrouver
des bactéries du genre Xylella (Simpson et al., 2000) ou Ralstonia (Salanoubat et al.,
2002) par exemple. Elles pénetrent dans la plante de maniere passive par
I'intermédiaire de blessures ou bien d’insectes-vecteurs (Nadarasah & Stavrinides,
2011), traversent le cortex racinaire et les cellules du parenchyme xylémien apres
multiplication et rentrent dans les vaisseaux du xyleme pour envahir le reste de la
plante. Ces infections entrainent souvent la dégradation du xyleme.

Certains champignons sont également capables d’utiliser le xyleme pour se
déplacer dans leur hote, comme des champignons du genre Verticillium ou bien

Fusarium (Klosterman et al.,, 2011, Ma et al,, 2010). IIs pénétrent dans leur hote par
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les racines et atteignent les cellules corticales ou leur hyphe migre a travers les
cellules du parenchyme xylémien pour accéder aux vaisseaux du xyleme et envahir la
plante (Pietro et al., 2003, Klosterman et al., 2009).

Alors que le mouvement des phytovirus dans le phloeme est avéré, leur transport
dans le xyleme est plus controversé. Plusieurs virus ou genres viraux ont été localisés
dans les éléments conducteurs du xyléme mais pour autant le mouvement
systémique en tant que tel n’a pas encore été observé. Ainsi des virus comme le Soil-
borne wheat mosaic virus (SBWMV) (Verchot et al.,, 2001) ou le Beet necrotic yellow
vein virus (BNYVV) (Kaufmann et al., 1992) pénétrant dans leur hote par les racines
ont été localisés dans le xyleme mais aussi dans le phloeme. C’est aussi le cas pour les
virus du genre Tobamovirus comme le Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMYV)

qui s’accumule dans les trachéides des jeunes feuilles (Moreno et al.,, 2004).

2. Transport et mouvement au sein du phloéme

La seve phloémienne est une séve riche en eau, sucres, acides aminés, sels
minéraux et divers éléments (protéines, ARN, lipides, hormones). Elle est essentielle a
la croissance et au développement des végétaux. Son pH est légerement alcalin (entre
7,3 et 8,5) (Marschner et al., 1996). Mais elle peut aussi véhiculer des pathogenes qui

utilisent cette voie pour se répandre dans tout leur hote.

a. Sucres

Les molécules les plus présentes dans la séve élaborée sont les sucres. Ceci
parait logique lorsque l'on sait qu'un des roles principaux du phloéme est d’assurer
leur transport des tissus « source » vers les tissus « puits ». Les tissus sources sont
des tissus matures produisant plus de photoassimilats que nécessaire pour couvrir
leurs besoins et donc qui exportent ce surplus de production vers des tissus
immatures ou certains organes (jeunes feuilles, racines, fruits...). Ce sont des tissus
puits, consommateurs et importateurs d’assimilats. Des tissus puits peuvent, apres
maturation, devenir a leur tour des organes sources. La nature des sucres présents
dépend de la plante considérée. Trois types de sucres sont capables d’entrer dans le
phloeme : le saccharose, les sucres de la famille du raffinose (raffinose, stachyose,

verbascose...) et les polyols (mannitol, sorbitol...). Les plantes transportent toutes le
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saccharose mais il n’est pas majoritaire dans toutes les espéces (Lalonde et al., 2004).
Il existe trois mécanismes de prise en charge du saccharose dans le phloeme. Le
mécanisme le plus commun utilise la voie apoplastique. Apres étre entré dans
I'apoplaste, le saccharose est transporté activement dans les petites veines par des
cotransporteurs a protons spécifiques (Lalonde et al., 2004). D’autres espéces comme
les Salicacées empruntent la voie symplastique. Le saccharose pénetre passivement
dans les tubes criblés grace aux nombreux plasmodesmes présents dans les cellules
vasculaires (Turgeon & Medville, 1998). Dans le troisieme mécanisme, utilisé par les
cucurbitacées, le saccharose provenant des cellules du mésophylle est converti en
raffinose et stachyose (respectivement un tri- et un tetraholoside) dans des CC
spécifiques appelées cellules intermédiaires avant d’étre transporté dans les tubes
criblés (McCaskill & Turgeon, 2007). Cette conversion permet d'une part de garder
une concentration en saccharose assez basse mais aussi d’augmenter la taille de la

molécule afin d’éviter un retour vers le mésophylle.

b. Acides aminés

Les amino-acides représentent la principale source d’azote dans la seve
phloémienne (Riens et al., 1991, Hunt et al,, 2010) et constituent apres les sucres, le
deuxiéme composé présent (Rentsch et al.,, 1998). Le chargement des acides aminés
et du saccharose dans le phloéme sont étroitement liés (Schobert et Komor, 1989).
Jusqu'a présent, deux super-familles de transporteurs a acides aminés ont été
identifiées : les transporteurs APC (amino acid, polyamine and choline) et les
transporteurs ATF (amino acid transporter)(Fischer et al., 1995, Tegeder M., 2012).
Ces derniers comprennent notamment les perméases AAP (amino acid permeases)
qui ont été associées pour certaines au transport des acides aminés au niveau des

complexes TC-CC (Kwart et al., 1993, Okumoto et al., 2002).

c. Sels minéraux

Le troisieme élément le plus représenté dans la seve élaborée est l'ion
potassium K* qui joue un role important dans le transport des photoassimilats (Gould
et al,, 2004). D’apres Deeken et al. (2002), les transporteurs a potassium AKT2/3
pourraient favoriser le transport du saccharose en régulant le potentiel osmotique

dans les cellules phloémiennes.
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Chez A. thaliana, les ions sulfure et phosphore sont présents a des concentrations
significatives (Deeken et al.,, 2002) et pourraient intervenir dans le maintien et le
contrdle du pH de la seve. Enfin, on retrouve l'ion calcium qui a un réle important

dans la physiologie et les voies de signalisation (Furch et al., 2007).

d. Protéines

Un grand nombre de protéomes de seéve élaborée de plantes saines mais aussi
en conditions de stress (sécheresse, infections) ont été réalisés sur plusieurs especes
différentes (Balachandran et al., 1997, Lin et al.,, 2009, Giavalisco et al., 2006, Malter &
Wolf, 2011, Walz et al., 2004, Ishiwatari et al., 1995). Les cucurbitacées figurent parmi
les plus étudiées dans ce domaine car la seve est assez facilement disponible en
grande quantité. Des centaines de protéines ont été identifiées dans ces études et de
maniere générale, ces protéines restent conservées entre les espéeces (Lin et al., 2009,
Batailler et al., 2012). La seve élaborée contient principalement des protéines
impliquées dans les mécanismes de stress (composés anti-oxydants, myrosinases,
lectines) et de défense (protéines PR, inhibiteurs de protéases). C’est le cas par
exemple de certaines cucurbitacées et brassicacées (Giavalisco et al., 2006, Walz et al.,
2004, Batailler et al., 2012). Ont également été détectées, des enzymes impliquées
dans les voies métaboliques (glycolyse, dégradation des carbohydrates, métabolisme
des acides aminés...) et dans le contréle du potentiel redox. Enfin, on retrouve des
protéines impliquées dans les voies de signalisation ainsi que des protéines
structurales (protéines de la paroi, protéines-P, protéines du cytosquelette)(Dinant,

2008).

Plus précisément chez les brassicacées, Giavalisco et al. (2006) ont identifié
140 protéines dans la seve de Brassica napus (colza). Elles sont impliquées dans le
transport de protéines dans les tubes criblés : protéines chaperonnes (cyclophilines)
ou des ATPases, dans la régulation du potentiel d’oxydo-réduction (glutaredoxine ou
thioredoxine), dans la réponse aux stress (protéines se liant aux myrosinases,
lectines), dans le métabolisme, dans le développement. L’actine et des protéines qui
lui sont associées comme des profilines ou des facteurs de dépolymérisation de
'actine et des protéines liant I’ARN ont également été identifiées. Dans la seve d’A.

thaliana, Batailler et al. (2012) ont identifié 287 protéines: majoritairement des
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enzymes impliquées dans la synthese d’acides aminés ou de précurseurs
métaboliques, des protéines de défense comme les protéines PR et les lectines, des
protéines impliquées dans le processus de stress oxydatif ainsi que des protéines
liant ’ARN.

Les protéines présentes dans les tubes criblés ne sont pas forcement les
mémes que celles retrouvées dans les CC qui les nourrissent. En effet, toutes les
protéines synthétisées dans les CC ne sont pas exportées vers les tubes criblés
(Fukuda et al., 2005) et inversement, des protéines synthétisées pendant la
différentiation des tubes criblés ne sont pas retrouvées dans les CC (la Cour Petersen
et al., 2005).

La présence dans la seéve élaborée de protéines intervenant dans les
mécanismes de défense suggere que le phloeme aurait un réle important dans les
réponses de la plante aux différents stress biotiques ou abiotiques. Certaines
observations pourraient également indiquer que ces vaisseaux conducteurs ne
serviraient pas uniquement a transporter des signaux mais qu’ils pourraient aussi

étre a leur origine.

e. ARN

L’absence d’activité RNase dans la seve du phloéme est propice au transport
des ARN par cette voie dans la plante (Sasaki et al., 1998, Doering-Saad et al., 2002).
Ainsi, différentes especes d’ARN sont retrouvées dans la seve phloémienne (Kehr &
Buhtz, 2008, Dinant et al., 2010): des ARN messagers cellulaires (ARNm), des petits
ARN comme les siARN (impliqués dans le mécanisme de « RNA silencing ») ou les
micro-ARN (miARN), des ARN ribosomiques (ARNr), des ARN de transfert (ARNt)

mais aussi des ARN viraux.

- Plusieurs centaines d’ARNm cellulaires ont été identifiés dans différentes
especes comme le riz (Oryza sativa ; (Sasaki et al., 1998), le ricin (Ricinus communis ;
(Doering-Saad et al., 2002), le colza (Giavalisco et al.,, 2006), le potiron (Cucurbita
maxima ; (Ruiz-Medrano et al., 1999) le melon (Cucumis melo ; (Omid et al., 2007) ou
le mais (Zea mays; (Nakazono et al., 2003). Ces messagers présents dans la seve ne
sont pas forcément identiques a ceux présents dans les cellules compagnes comme

I'ont montré (Deeken et al., 2008) chez A. thaliana, ce qui implique l'existence d’une
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certaine sélection des messagers pour le passage dans les tubes criblés. L’entrée des
transcrits dans le phloéme ne se ferait donc pas par simple diffusion mais serait le fait
d’un processus actif de sélection (Haywood et al., 2005).

Les ARNm peuvent agir comme signaux entre les différents organes de la plante. Ceci
a été montré lors d’expériences d’hétérogreffe de plants de C. maxima ou des ARNm
codant pour un facteur de transcription CmNACP (NAC domain protein) se sont
avérés capables d’atteindre la zone greffée et d’avoir une action spécifique sur le
tissu-cible (Ruiz-Medrano et al., 1999). Ceci a aussi été démontré par exemple dans
des plants de pomme de terre (Banerjee et al., 2006) et de tomate (Kim et al., 2001).
Mais Omid et al. (2007) ont montré qu'une grande majorité de transcrits est
incapable de se mouvoir de maniére systémique dans le melon (seuls 6 transcrits sur

43 possedent cette propriété).

- De nombreux petits ARN sont également présents dans la seve élaborée. Cela
concerne aussi bien les petits ARN impliqués dans le processus cellulaire de « RNA
silencing » que des ARN de transfert ou des ARN ribosomaux, entiers ou partiels.

S’il est logique de détecter des siARN en grande quantité dans la seve car ils agissent
comme signaux systémiques permettant 'amplification du mécanisme de « RNA
silencing » (Lucas et al.,, 2001, Himber et al., 2003, Kalantidis et al., 2008), il est plus
surprenant d’y trouver des miARN car ils sont considérés comme étant restreints aux
cellules qui les produisent (Voinnet, 2005). Ainsi, plus de 1000 siARN et 4 miARN
(miR156, miR159, mir167 et miR171) ont été identifiés dans la seve du potiron (Yoo
et al., 2004). De nombreux petits ARN de 20 a 25 nucléotides ont été détectés dans la
séve de colza, dont majoritairement des ARN de 21 et 24 nucléotides et 32 miARN
annotés de plante ont été identifiés (Buhtz et al.,, 2008). Ces miARN ne sont pas
seulement présents sous leur forme mature, leur brin complémentaire lui-aussi a

aussi été détecté.

- En analysant des petits ARN de 30 a 90 nt présents dans la séve de potiron,
Zhang et al. (2009) ont identifié un grand nombre de fragments d’ARN non codant
comme des ARN ribosomaux, des ARN de transfert et des ARN du spliceosome.

Certains fragments d’ARNt spécifiques de la seve élaborée semblent interférer avec
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'activité ribosomale, indiquant ainsi que des ARNt pourraient servir de signal a

longue distance dans la plante.
- Des ARN viraux génomiques, des fragments d’ARN viraux ou des viroides
peuvent également étre véhiculés par la séve élaborée. Ceci fera I'objet d'une section

spécifique dans la Partie 1:11.2.g.

f. Autres molécules

Dans la seve élaborée d’A. thaliana, ont été également détectés d’autres types
de molécules (Turgeon & Wolf, 2009, Dinant, 2008) comme des lipides retrouvés sous
la forme d’acides gras ou d’oxylipines (Guelette et al., 2012). Leur roéle demeure
inconnu pour beaucoup, certains sont considérés comme signaux de communication
(Benning et al., 2012). On retrouve également des hormones (auxine, cytokinine,
acide abscissique, gibbérelline, éthylene) qui agissent dans le développement de la
plante (Hoad, 1995), des métabolites secondaires comme les glucosinolates (Halkier
& Gershenzon, 2006, Chen et al., 2001), les glycosides phénoliques (Gould et al., 2007)
ou les cardénolides (Botha et al., 1977). Cette seve sert aussi de transport de
molécules-signal comme l'acide salicylique ou l'acide jasmonique lors de stress

biotiques ou abiotique (Zhang & I.T., 1997, Rocher et al., 2006, Shah, 2009).

g. Virus, viroides et autres pathogenes

¢ Virus

Afin de permettre a l'infection de se développer dans la plante, les virus
doivent pouvoir atteindre des zones éloignées du point d’'inoculation et donc se
déplacer tout au long de celle-ci. On observe alors deux types de mouvement, le
mouvement a courte distance qui permet aux virus de passer de cellule en cellule via
les plasmodesmes et le mouvement a longue distance ou mouvement systémique lors
duquel les virus utilisent la séve élaborée et les vaisseaux conducteurs de leur hote
pour parcourir de plus grandes distances et envahir la plante entiere (Waigmann et
al, 2004).

Le sens de déplacement des virus est toujours celui des carbohydrates

circulant dans la plante, c’est-a-dire des tissus matures « source » vers les tissus
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jeunes « puits » (Turgeon, 1989). Tres peu d’études ont été menées pour identifier
I'entrée (chargement) ou la sortie (déchargement) des TC. Ces deux étapes du
mouvement viral dépendent de 'association virus-hote (Vuorinen et al., 2011). En
effet, 'entrée des Potyvirus se fait au niveau des petites veines des feuilles inoculées
(Ding et al., 1998) alors que celle du TMV a lieu au niveau de toutes les veines des
feuilles « source » (Cheng et al., 2000). Le déchargement a lieu dans les deux cas a
partir des veines moyennes de classe III (la classe I étant la veine principale et la
classe V comprenant les veines les plus petites) des feuilles « puits » (Ding et al,,
1998). Une infection virale met donc moins de temps a se propager dans la plante

quand celle-ci est initiée au niveau d’une feuille « source ».

Méme si le mouvement systémique viral est couplé au mouvement de cellule a
cellule, celui-ci implique des mécanismes bien différents. Ainsi, il existe des virus
mutants capables de se multiplier et de former des 1ésions locales par un mouvement
entre cellules mais incapables d’infecter les feuilles systémiques. C’est par exemple le
cas du Brome mosaic virus (BMV) dont le domaine C-terminal de sa protéine de
mouvement (42 derniers acides aminées) n’est pas indispensable pour le mouvement
cellule a cellule mais est requis dans le mouvement viral a longue distance (Takeda et
al., 2004) ; c’est aussi le cas pour la protéine NSm (Non structural protein) du Tomato
spotted wilt virus (TSWV) pour un domaine de seulement quatre acides aminés (Li et
al,, 2009a). D’ailleurs pour la plupart des virus, les MP impliquées dans le mouvement
cellule a cellule ne jouent pas de role direct dans le mouvement systémique. Ainsi, les
Tobamovirus sont capables de procéder a une infection systémique méme en absence
de leur MP (Crawford & Zambryski, 2001), une autre protéine virale pourrait alors

pallier a cette absence.

La forme sous laquelle les virus transitent dans le systéme vasculaire reste
souvent assez mal connue car celle-ci peut varier selon I'h6te mais aussi dans un
méme hote. La majorité des virus circulent sous forme encapsidée. C’est le cas par
exemple de deux Tobamovirus, le TMV (Dawson et al., 1988, Crawford & Zambryski,
2001) et le Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMYV) (Simon-Buela & Garcia-
Arenal, 1999). D’autres ont besoin de leur protéine de capside (CP), indépendamment

de sa capacité a former une capside, comme par exemple du Tobacco etch virus (TEV)
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qui, lorsqu’il posséde une CP mutée dans ces extrémités N- ou C- terminales, ne peut
plus se déplacer a longue distance malgré la formation d’'une capside. Enfin, certains
virus sont capables de transiter dans la seve sans étre protégés par une capside. C’est
le cas par exemple des Umbravirus (Taliansky et al., 2003). Ils se déplacent sous la
forme d’'un complexe ribonucléoprotéique (RNP). L’absence de ribonucléases dans la
séve permet a 'ARN viral, protégé par le complexe RNP, de se déplacer sans pour
autant étre enfermé dans une capside. A I'image des ARN messagers qui sont capables
de se déplacer a longue distance via les tubes criblés, il est possible que les virus se

déplagant sous cette forme, utilisent les mémes mécanismes (Kehr & Buhtz, 2008).

* Viroides

Les viroides sont des ARN pathogenes, circulaires, simple brin de petite taille
(246 a 401 nucléotides) (Diener, 1991). Ils n’ont pas de fonction codante et utilisent
les facteurs de I'hote pour mener a bien l'ensemble de leur cycle infectieux
(réplication, transport...).
Comme certains ARN cellulaires ou viraux, ils se déplacent via le phloéme pour
envahir la plante entiere en détournant des facteurs cellulaires. Par exemple, Gomez
and Pallas (2004) ont mis en évidence par immunoprécipitation, une interaction in
vivo, entre la protéine CsPP2 du concombre et le Hop Stunt viroid. Cette protéine

pourrait assister '’ARN du viroide lors de son transport dans le phloeme.

e Autres pathogénes

On peut retrouver d’autres pathogenes dans la seve élaborée comme des
eubactéries : les phytoplasmes et les spiroplasmes (Garnier et al., 2001, Christensen
et al., 2005), qui sont des bactéries dépourvues de paroi cellulaire et dont la vie dans
les plantes est restreinte au phloéme. Elles possédent un génome de petite taille et se

propagent de plante en plante par des insectes se nourrissant de la seve phloémienne.
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Partie 2: Caractéristiques générales et présentation des
virus étudiés

I. Cycle infectieux des phytovirus a ARN simple brin, de polarité
positive

Les phytovirus sont composés de virus dont le génome est porté soit par de
I’ADN soit par de 'ARN simple brin de polarité positive ou négative (Astier et al,
2001). Au cours de ma these, je n’ai utilisé que des virus a ARN simple brin a polarité
positive, c’est pourquoi seuls ceux-ci seront décrits dans cette partie.

Le cycle infectieux des virus a ARN simple brin de polarité positive est plus
simple que celui des autres virus car leur ARN est un ARN codant qui peut étre
directement traduit. Il n’y a donc pas de phase de transcription. Ce cycle commence
par I'entrée du virus dans la plante et la décapsidation de ’ARN viral. Cette étape est
souvent couplée a la traduction ou a la réplication. Parmi les premieres protéines
virales traduites figure souvent la réplicase virale qui va s’associer avec des brins
d’ARN néo-formés pour composer des complexes ribonucléoprotéique (RNP) afin de
se déplacer dans son hote, que se soit de cellule a cellule ou bien a plus longue
distance dans le phloeme. Afin d’envahir de nouveaux hétes, les virus sont souvent
dépendants d’'un vecteur qui leur permettra d’étre extraits d’'une premiere plante

pour étre introduit dans une autre.

1. Entrée du virus dans la cellule et décapsidation

Naturellement, les plantes sont physiquement protégées de la pénétration de
virus par la cuticule qui les recouvre mais aussi par la paroi pectocellulosique qui
entoure chaque cellule. Les virus utilisent donc des points d’entrée « accidentels » qui
permettent de se débarrasser de ces barrieres. C’est par le biais de vecteurs que les
virus peuvent atteindre le milieu intracellulaire par des blessures, des piqures... Chez
les phytovirus on ne sait pas s'il existe un systeme de reconnaissance comme chez les
virus animaux qui permettrait cette entrée dans la cellule et la décapsidation de I’ARN
viral mais il existe une ancienne étude sur le TMV qui tendrait a démontrer son

existence (Atabekov, 1975).
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2. Traduction

Les virus n’apportent avec eux que ce que leurs hotes ne peuvent leur fournir,
c’est-a-dire de quoi détourner la machinerie cellulaire afin de traduire leur génome
en protéines nécessaires a leur réplication, leur mouvement et leur transmission. Ce
sont donc les ribosomes cellulaires qui traduisent ’ARN viral et plus particuliéerement
le systeme 80S. Les ARN cellulaires étant monocistroniques, les ribosomes ne
traduisent que le premier cadre de lecture en 5’ de 'ARN. Les virus se sont adaptés en
développant plusieurs stratégies d’expression de leurs genes afin d’exprimer un
maximum d’informations en un minimum de séquences.

Contrairement aux messagers cellulaires qui ont en général une coiffe a leur
extrémité 5 et une queue polyA a leur extrémité 3’, les ARN génomiques viraux
possedent fréquemment d’autres structures a l'une ou l'autre des extrémités voire
méme aux deux. A 'extrémité 5’ de ’ARN viral, on peut donc retrouver une coiffe, une
protéine virale liée covalemment a I’ARN, la VPg (viral protein genome-linked) ou
parfois, une structure spécifique au virus considéré. En 3’, on peut retrouver une
queue polyA mais aussi une structure ressemblant a un ARNt (ARNt like) ou une
structure spécifique au virus considéré. L'initiation de la traduction en présence de la
coiffe se déroule comme pour n’importe quel ARN messager cellulaire, la queue polyA
permettant la circularisation du messager afin de s’assurer de son intégrité. Quand la
coiffe est absente, la traduction s’initie de manieére différente. Ainsi les ARN viraux
non coiffés peuvent étre traduits a partir d'un site interne d’entrée des ribosomes
(IRES) qui permet de positionner la sous-unité 40S au niveau du messager ou
directement a son extrémité 5’ sans la présence d'une IRES défini. La protéine VPg ne
serait, quant a elle, pas nécessaire a la traduction du virus mais a sa réplication.
Certains virus comme le Barley yellow dwarf virus (BYDV) ne possédent ni coiffe ni
protéine VPg ni queue polyA mais ils présentent dans leur extrémité 3’ une courte
séquence appelée TE (translational enhancer) qui stimule fortement I'efficacité de la
traduction. Elle permettrait I'initiation de la traduction en participant a la fixation du
complexe de traduction (Wang et al., 1999). L’absence de coiffe confere aux virus
plusieurs avantages dont celui de s’affranchir de certains facteurs d’initiation de la
traduction qui pourraient se trouver en quantité limitante (elF4E et elF4G) (Leonard

et al., 2000).
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Les différentes stratégies d’expression utilisées par les virus a ARN de polarité

positive pour synthétiser les protéines virales sont schématisées dans la Figure 4 et

développées par la suite.

défavorable favorable
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d’'un ARN subgénomique. (C) « Leaky scanning » du
premier codon d’initiation qui se trouve en contexte
défavorable. (D) Décalage du cadre de lecture d’'une
ou deux bases. (E) Translecture d’'un codon stop qui

est traduit en un acide aminé.
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a. Maturation d’'une polyprotéine

L’ORF code pour une polyprotéine qui va subir un ou plusieurs clivage(s)

protéasique(s), en cis ou en trans afin de libérer plusieurs produits de maturation

(Figure 4A).
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b. Traduction a partir d'un ARN subgénomique (ARNsg)

Les ARN subgénomiques sont synthétisés a partir du brin (-) complémentaire
a 'ARN génomique, I'ARNc (Figure 4B). Celui-ci possede plusieurs promoteurs
assurant la transcription. Le premier est situé a son extrémité 3’ et permet la
synthese, par 'ARN polymérase ARN dépendante, d'un nouveau brin (+) entier et
donc la réplication du virus. Le second, le promoteur interne se trouve en amont de
I'extrémité 5’ et permet la synthese d’ARN (+) plus courts, colinéaires a I'extrémité 3’
de 'ARN génomique. Les ORF présents sur ces ARNsg peuvent alors étre traduits de

maniere classique.

c. « Leaky scanning »

Le mécanisme de leaky scanning a lieu lorsque le premier codon initiateur
rencontré par le ribosome se trouve en contexte défavorable a l'initiation de la
traduction (Figure 4C). Le ribosome va donc, dans la majorité des cas, continuer sa
lecture jusqu’au prochain codon AUG a partir duquel sera traduite la protéine. Selon
Cavener and Ray (1991), la séquence consensus optimale chez les Dicotylédones est

ANA/CAUGGC ou N=A, C, G ou U. Le premier ORF n’est alors que tres peu traduit.

d. Décalage de cadre de lecture ou « frameshift »

Lors de la traduction, les ribosomes sont ralentis par un pseudo-nceud formé
par 'ARN viral (Figure 4D). La présence de la séquence XXXYYYZ (X=A, U ou G, Y=A
ou U, Z=A, C ou U), en amont de cette structure secondaire provoque un décalage de la
phase de lecture d'un nucléotide vers I'extrémité 5’ (-1) ou vers l'extrémité 3’ (+1). Le
produit de ce deuxiéme ORF n’est synthétisé que sous la forme d’une protéine de
fusion avec le produit du premier ORF. D’une maniére générale, ce mécanisme n’est
pas trés fréquent puisque 99% des ribosomes traduisent le premier ORF sans

décalage de cadre de lecture.

e. Translecture ou « Readthrough »

On appelle translecture ou « readthrough » du codon stop, la reconnaissance

d’'un codon stop par un ARNt suppresseur qui le traduit en codon sens et qui permet
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ensuite l'insertion d’'un acide aminé (Figure 4E). Le ribosome poursuit sa lecture
jusqu’au prochain codon stop. Il en résulte la synthése d'une protéine de fusion.

La protéine mineure de capside du TuYV est synthétisée de cette maniere, sous la
forme d'une protéine de fusion P3-5. On l'appelle d’ailleurs la protéine RT

(Readthrough).

3. Réplication

Cette étape du cycle viral se déroule au sein de structures spécifiques, toujours
associées au systéme membranaire de I'hote, qui forment des complexes de
réplication. Le type de membrane dépend de chaque genre viral (Salonen et al., 2005,
Miller & Krijnse-Locker, 2008). Ainsi la membrane externe des choroplastes est
probablement le site de réplication du Turnip yellow mosaic virus (TYMV)(Jakubiec et
al., 2004) et de I'Alfalfa mosaic virus (AMV)(Ibrahim et al., 2012). Le TMV (Mas &
Beachy, 1999) ainsi que les Potyvirus (Schaad et al., 1997a) se répliqueraient quant a
eux au niveau du réticulum endoplasmique, les Cucumovirus au sein d’invaginations
du tonoplaste (Huh et al,, 2011) et les Nepovirus dans une prolifération de vésicules
dérivant du réticulum endoplasmique (Ritzenthaler et al., 2002).

Apres traduction, les protéines virales nécessaires a la réplication
(polymérase, hélicase, méthyl-transférase) vont former un complexe avec des
protéines cellulaires et l'extrémité 3° de I’ARN viral. Ces protéines virales et
cellulaires forment la réplicase. Tous les virus a ARN de polarité positive codent pour
une protéine ayant une activité ARN polymérase ARN dépendante dont la majorité
possede une activité hélicase. L’activité polymérase n’a été démontrée
biochimiquement que pour quelques virus, c’est donc la présence du motif GDD
entouré de résidus hydrophobes, retrouvé dans toutes les polymérases de virus de
plantes et d’animaux étudiées (Kamer & Argos, 1984), qui permet d’identifier un
domaine protéique ayant une probable activité polymérase. Pour I'hélicase, on
considére que la présence de 7 régions homologues plus ou moins conservées au
niveau du domaine de fixation a I'’ARN est la signature d’une activité hélicase. Il
semblerait qu’elle soit nécessaire seulement pour la réplication des génomes de plus
de 5-6 kb car elle semble absente pour les plus petits génomes (Koonin & Dolja,
1993). 11 est plus difficile d’identifier les composants cellulaires car ils sont

spécifiques a chaque virus mais on retrouve par exemple des facteurs d’initiation de
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la traduction comme elFla chez les Tombusvirus (Li et al,, 2009b) ou elF3 chez le
Brome mosaic virus (BMV) (Quadt et al.,, 1993) et le TMV (Taylor & Carr, 2000). Chez
le Potyvirus Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), c’est une protéine PABP (poly-A
binding protein) qui a été identifiée comme interagissant avec la polymérase virale
(Wang et al, 2000) et chez le Tomato bushy stunt virus (TBSV), c’est la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GADPH) qui serait impliquée (Wang &
Nagy, 2008).

La réplication se divise en deux étapes: la syntheése d'un brin (-),
complémentaire au brin matrice, et la synthése de nombreux brins (+) a partir de ce
brin (-). C'est donc un processus asymétrique. L'initiation de la synthese du brin (-) se
déroule au niveau d’'une séquence promotrice située a I'extrémité 3’ de ’ARN viral.
Cette séquence est, soit une structure en ARNt ou en trefle (Tymovirus, Bromovirus,
Cucumovirus, Tobamovirus), soit une queue polyA (Potyvirus), soit une séquence
spécifique encore inconnue (Polerovirus). Pour la synthése du brin (+), les séquences

promotrices se situent a I'extrémité 3’ du brin (-).

4. Mouvement de cellule a cellule

Ce type de mouvement fait intervenir des protéines virales spécifiques
appelées protéines de mouvement (MP). Elles permettent le passage de cellule en
cellule du génome viral ou de particules virales en augmentant le seuil d’exclusion
limite (SEL) des plasmodesmes. Les cellules végétales étant entourées d’'une paroi
pecto-cellulosique, elles ne peuvent communiquer entre elles que par le biais de
connexions complexes et dynamiques appelées plamodesmes. Ils assurent une
continuité du cytoplasme, de la membrane plasmique et du réticulum endoplasmique
entre les cellules, créant un domaine symplasmique. Ces ponts intercellulaires
permettent aux cellules de communiquer entre elles en échangeant des nutriments ou
des signaux (Roberts & Oparka, 2003, Heinlein & Epel, 2004). Les plasmodesmes ont
un diametre variable selon le type cellulaire, généralement entre 20 et 50 nm. On
retrouve au centre du pore une structure tubulaire que I'on nomme desmotubule,
correspondant a du réticulum endoplasmique modifié. Deux types de plasmodesmes
ont été caractérisés dans la plante: les plasmodesmes simples qui ne présentent
qu’'un seul pore non ramifié et les plasmodesmes branchés qui ont au minimum deux

pores (Roberts & Oparka, 2003). On retrouve les plasmodesmes simples dans les
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tissus jeunes et immatures de la plante alors que les plasmodesmes branchés, plus
complexes, sont présents dans les tissus matures. On peut aussi distinguer, de part
leur biogénese, les plasmodesmes primaires qui sont formés pendant la cytocinése au
niveau de la plaque cellulaire qui va former la nouvelle paroi, des plasmodesmes
secondaires qui se forment de novo, dans la paroi déja existante. Ce sont dans ce cas-
la essentiellement des plasmodesmes branchés qui se forment. D’'un point de vue
structurel, il est tres difficile de différencier les plasmodesmes branchés issus de
plasmodesmes primaires de ceux issus de plasmodesmes secondaires (Ehlers &
Kollmann, 2001). Une notion importante quand on parle de plasmodesme est celle de
seuil d’exclusion limite ou SEL. En effet, il s’agit de la taille limite au dela de laquelle
une molécule ne peut plus diffuser passivement a travers les plasmodesmes. Le SEL
varie selon I'espece végétale, le type cellulaire considéré et le stade de développement

du tissu (Crawford & Zambryski, 2001).

Les phytovirus synthétisent des MP pour dilater les plasmodesmes et
permettre leur passage d’une cellule a la cellule voisine. Les MP sont trés variées et ne
présentent que tres peu d'homologies de séquence. Elles ont néanmoins été classées
en superfamilles, parmi lesquelles la superfamille des "MP 30K" qui tire son nom de la
MP du Tobacco mosaic virus (TMV). Dans cette superfamille, on distingue deux
mécanismes de mouvement. Dans le premier cas dont I'exemple-type est le TMV, la
MP permet une modification réversible du plasmodesme, afin de permettre le
passage d'un complexe ribonucléoprotéique. La MP du TMV possede des domaines de
liaison aux acides nucléiques simple brin, non spécifiques de la séquence nucléique,
qui lui permettent de fixer I'ARN viral afin d’en réduire considérablement
I'encombrement (Citovsky et al, 1992). Elle possede également un domaine de
localisation aux plasmodesmes (Boyko et al., 2000) ainsi qu'un domaine induisant
I'’élargissement de ces structures pour permettre le passage de molécules allant
jusqu’a 4,3 nm de diametre (Waigmann et al, 1994). La MP du TMV est donc
nécessaire et suffisante au mouvement viral de cellule a cellule.

Dans le deuxieme cas, une stratégie employée par exemple par le Cowpea mosaic virus
(CPMV), la MP s'assemble en tubules traversant les plasmodesmes et le virus passe
sous forme de virions a travers ces tubules pour infecter les cellules voisines (van

Lent et al,, 1990). Dans ce cas les plasmodesmes sont fortement modifiés. La MP se
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divise en plusieurs domaines fonctionnels intervenant dans I'adressage de la protéine
a la membrane plasmique et son accumulation formant des structures ponctuées
donnant naissance a des tubules qui sont formés dans a travers les plasmodesmes
(Pouwels et al.,, 2003). Le relargage des particules virales dans la cellule voisine
nécessiterait le désassemblage du tubule. Il est a noter que dans ce deuxiéme
mécanisme, la protéine de capside formant les virions est indispensable au
mouvement viral.

Le mouvement cellule a cellule d’'un virus est héte spécifique, ce qui peut
expliquer parfois la résistance de certains hotes suite a une infection virale, le virus

étant incapable de quitter le site de primo-infection.
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Figure 5 : Trajet du virus dans la plante, d’apreés (Hipper et al., 2013).

(1) Dans un premier temps, le virus se multiplie dans les cellules des feuilles inoculées et se déplacent
dans les cellules avoisinantes. (2) Le virus atteint ensuite les cellules phloémiennes et amorce le
mouvement a longue distance en se déplacant dans la seve élaborée circulant dans les tubes criblés. (3)
Une fois, arrivé au niveau des feuilles « puit », le virus sort des cellules du phloéeme et va envahir de
nouvelles feuilles.
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5. Mouvement systémique

Cette phase du mouvement viral dans son hdte est beaucoup moins bien
renseignée que le mouvement cellule a cellule. Ce qui est connu a été résumé dans
une revue par Hipper et al. (2013). Une fois dans les cellules du mésophylle (Figure 5-
1), le mouvement systémique se divise en deux étapes successives: le déplacement du
virus entre cellules phloémiennes (cellules du parenchyme phloémien, CC, TC) et le
transport rapide dans la seve le long des TC (Figure 5-2), puis sortie du virus des TC
vers les CC, les cellules du parenchyme phloémien vers les cellules du mésophylle
(Figure 5-3).

Il a été déterminé que le SEL des plasmodesmes des tissus vasculaires est plus
élevé que celui des cellules du mésophylle (Kim et al., 2005, Stadler et al., 2005). De
plus, au sein des cellules du phloeme, il y a aussi des différences entre les jonctions
reliant les tubes criblés aux CC et les celles reliant les complexes TC/CC avec les
autres cellules phloémiennes. Dans leur étude, Stadler et al. (2005) ont utilisé des
protéines fusionnées a la protéine GFP de différentes tailles (36 a 67 kDa) afin
d’établir le SEL des plasmodesmes entre les cellules phloémiennes. Ils ont mis en
évidence que les plasmodesmes entre les TC et les CC sont plus larges que les autres
(SEL supérieur a 67 kDa).

Afin de se déplacer dans le phloéme, les virus ont développé diverses stratégies en
interagissant avec certains facteurs de I'hote (Harries & Ding, 2011). Mais il arrive
aussi que d’autres de ces facteurs empéchent partiellement voire completement ce

mouvement.

a. Facteurs cellulaires facilitant le mouvement viral dans le phloéme

Les facteurs de I'hOte interagissant de maniere positive sur le mouvement viral
peuvent avoir une action a différents niveaux. Ils peuvent étre nécessaires au
chargement ou au déchargement dans le phloeme, étre impliqués directement dans la
formation ou la stabilisation du complexe viral. Ils peuvent également étre recrutés
par le virus pour se protéger contre les défenses de la plante. L’infection de mutants
d’A. thaliana vsm1 (virus systemic movement), par les Tobamovirus Turnip vein
clearing virus (TVCV) et TMV, reste bloquée au niveau de 'entrée du virus dans les TC

(Lartey et al., 1998) ; ce qui suggere que la protéine VSM1 participe au chargement du
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virus dans les TC. Cette inhibition semble étre spécifique aux Tobamovirus puisqu’elle
n’a pas lieu avec le Turnip crinkle virus (TCV), un Carmovirus. Une autre protéine
impliquée dans le mouvement systémique des Tobamovirus a été identifiée. Il s’agit
de la protéine DSTM1 (Delayed systemic tobamovirus movement 1) qui agirait
directement au niveau de la formation de la particule virale ou de sa stabilité
(Serrano et al., 2008). Certains facteurs cellulaires facilitent aussi le mouvement
systémique des Potyvirus, comme le géne SHA3 qui, quand il est muté, réduit
spécifiquement le mouvement systémique du Plum pox virus (PPV)(Pagny et al,
2012). L’action des facteurs cellulaires peut aussi avoir lieu en amont du mouvement
dans le phloeme lors du mouvement cellule a cellule par exemple. Il est parfois
compliqué de découpler ces deux étapes de l'infection virale. C'est le cas avec le
Turnip mosaic virus (TuMV) dont la protéine VPg interagit avec une protéine riche en
cystéine, la protéine PVIP (Potyvirus VPg-interacting protein)(Dunoyer et al., 2004).
Cette interaction aiderait au mouvement du virus dans la plante mais on ignore si
cette interaction profite au mouvement de cellule a cellule ou au transport
systémique.

La fibrillarine, composant majeur du nucléole, joue aussi un réle important
dans le cycle infectieux des Umbravirus et plus particuliéerement dans le mouvement
systémique (Kim et al., 2007, Taliansky et al., 2010). Elle interagit avec la protéine
produite par I'ORF3 du Groundnut rosette virus (GRV). Ceci est également observé

avec un Polerovirus, le Potato leafroll virus (PLRV)(Kim et al., 2007).

b. Facteurs cellulaires inhibant le mouvement viral dans le phloéeme

Ont été identifiés parmi les génes de résistance des plantes contre les virus,
des facteurs qui limitent ou bloquent le mouvement viral a longue distance. Ainsi
pour les Potyvirus comme le Tobacco etch virus (TEV), le PPV ou le LMV, il existe une
famille de genes, les genes RTM (Restricted TEV movement) codant notamment pour
les protéines RTM1, RTM2 et RTM3, capables d’inhiber le mouvement systémique des
Potyvirus (Cosson et al., 2012, Decroocq et al.,, 2006, Mahajan et al., 1998, Revers et al.,
2003, Whitham et al., 1999). Je reviendrai plus en détail sur cette famille de génes
dans le Chapitre 3 des Résultats.

Plusieurs études ont décrit l'effet inhibiteur de l'acide salicylique sur le

mouvement systémique de divers virus. Connue pour induire la réponse de SAR
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(Systemic acquired resistance), cette molécule cause également un retard dans le
mouvement systémique du Cucumber mosaic virus (CMV) (Naylor et al., 1998, Mayers
et al., 2005) ainsi qu’'une inhibition de ce mouvement chez le Cauliflower mosaic virus
(CaMV)(Love et al., 2012) et le PPV (Alamillo et al., 2006), sans pour autant altérer la

réplication ou le mouvement de cellule a cellule des ces virus.

6. Transmission a un autre hote

Les phytovirus ont trés souvent recours a un vecteur pour assurer leur
propagation a de nouveaux hotes. Cette nécessité est due a I'immobilité des végétaux
et a la présence de la paroi quasiment infranchissable protégeant les cellules
végétales. Il existe deux types de transmission virale : la transmission verticale et la
transmission horizontale. Lors du premier cas, les virus infectent les cellules
germinales pour étre transmis a la descendance. Ce type de transmission est restreint
a une centaine de virus appartenant aux genres des Potyvirus, des Nepovirus ou
Comovirus. A l'inverse, la transmission horizontale est assurée par des vecteurs
biologiques qui transportent les virus dans le sol ou par voie aérienne et assurent
I'introduction du virus dans la plante pendant une phase de leur cycle de
multiplication. Dans la majorité des cas, les vecteurs sont des arthropodes comme les
pucerons (Myzus persicae, vecteur du TuYV) (Figure 6A), les cochenilles (Pulvinaria
floccifera, vecteur du Grapevine leafroll-associated virus ou GLRaV) (Figure 6B) ou des
thrips (Frankliella occidentalis, vecteur du Tomato spotted wilt virus ou TSWV)
(Figure 6C), mais on trouve également des nématodes (Xiphinema index, vecteur du
Grapevine fanleaf virus ou GFLV) (Figure 6D) ou des protozoaires (Polymyxa betae,

vecteur du Beet necrotic yellow vein virus ou BNYVV) (Figure 6E).

La transmission de virus peut aussi étre occasionnée par I'intermédiaire d'une
action mécanique engendrée par I'homme, par exemple lorsqu’il utilise des
instruments contaminés par des plantes infectées sur des plantes saines. Il est
intéressant de noter que ce type de transmission ne concerne pas les Luteoviridae, en

raison de leur tropisme phloémien spécifique.
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Figure 6: Exemples de
vecteurs de phytovirus. (A) un
puceron Myzus persicae, vecteur
du TuYV et du CABYV
(Photographie © ]. Poorani
2007), (B) des cochenilles
Pulvinaria floccifera, vecteur du
GLRaV (Photographie R. ]. Gill),
(C) des nématodes Xiphinema
index, vecteur du GFLV
(photographie INRA), (D) un
thrips, Frankliella occidentalis,

vecteur du TSWV
(http://www.agralan-
growers.co.uk), (E) des

protozoaires, Polymyxa betae,
vecteur du BNYVV (Central
Science Laboratory, York,
Grande Bretagne)

II. Le virus des jaunisses du navet ou Turnip yellows virus (TuYV):
famille Luteoviridae, genre Polerovirus

Le Turnip yellows virus (TuYV) appartient au genre des Polerovirus et a la
famille des Luteoviridae. Les particules de ces virus sont icosaédriques de symétrie
T=3 et mesurent environ 25 nm de diametre (Figure 7). Cette famille de virus peut
infecter une large variété de plantes, économiquement tres importantes, comme la
pomme de terre, les céréales, la betterave ou les cucurbitacées, tout en provoquant
comme son nom l'indique en latin, un jaunissement des feuilles. Les Luteoviridae sont
obligatoirement transmis de plante a plante par un vecteur : le puceron. Ces virus ont
la particularité de se répliquer exclusivement dans les tissus vasculaire de leur héte,

c’est a dire dans les CC, les TC et les cellules du parenchyme phloémien.

Figure 7: Turnip yellows virus: (A) Particules virales en microscopie électronique
(http://www.rothamsted.ac.uk/). (B) Immunoempreinte d'un pétiole d’A. thaliana avec un
marquage dirigé contre la protéine mineure de capside (coloration violette) qui met en
évidence la localisation du virus au niveau des faisceaux vasculaires. (C) Vecteur
transmettant le virus dune plante a lautre, le puceron Myzus persicae
(http://ephytia.inra.fr, ©S. Chamont, INRA).
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Les Luteoviridae se divisent en trois genres qui different les uns des autres
notamment par leur organisation génomique (Tableau 1): les Luteovirus dont le
membre-type est le Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV), les Polerovirus
représentés par le Potato leafroll virus (PLRV) et les Enamovirus dont le seul membre
connu a I'heure actuelle est le Pea enation mosaic virus-1 (PEMV-1). Selon le comité
international de taxonomie des virus (ICTV, www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp), 17
Polerovirus ont été référencés.

Le TuYV que nous étudions au laboratoire est I'isolat FL1 issu de la laitue, qui était
connu auparavant comme étant un isolat du Beet western yellows virus (BWYV). Il a
été renommé en raison de différences importantes au niveau de la séquence
nucléotidique avec les autres isolats de BWYV et surtout a cause de la difficulté a
infecter la betterave. ]'ai aussi utilisé un autre Polerovirus pour quelques expériences,

le Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV) qui est un virus tres proche du TuYV.

Famille Genre Espece
Enamovirus Pea enation mosaic virus-1 PEMV-1
Luteovirus Barley yellow dwarf virus-PAV BYDV-PAV
Beet mild yellowing virus BMYV
Beet western yellows virus BWYV
Cereal yellow dwarf virus-RPS CYDV-RPS
Luteoviridae Cereal yellow dwarf virus-RPV CYDV-RPV
Polerovirus | Cucurbit aphid-borne yellows virus CABYV
Potato leafroll virus PLRV
Turnip yellows virus TuYV
Sugarcane yellow leaf virus SCYLV
Cotton leafroll dwarf virus CLRDV

Tableau 1 : Taxonomie des Luteoviridae. La famille des Luteoviridae se
divise en trois genres les Enamovirus, les Luteovirus et les Polerovirus
représentés par leur membre-type (en gras). Les principaux Polerovirus
sont mentionnés ici.

Il est a noter que certains Luteoviridae ne sont assignés a aucun genre.
Source : http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy

1. Gamme d’hotes et symptomes

La plupart des Polerovirus ont une gamme d’héte tres limitée (Tableau 2). C’est
le cas par exemple du PLRV, qui infecte exclusivement les solanacées ou bien le

CABYV qui se limite aux plantes de la famille des cucurbitacées. Ce n’est pas le cas de

43



Introduction générale - Caractéristiques générales et présentation des virus étudiés

notre virus-modele, le TuYV, qui est capable d’infecter une grande variété d’especes
végétales (plus de 150 espéces réparties sur 23 familles), dont beaucoup d’especes

qui ont une réelle importance agronomique.

Comme cela a été dit précédemment, les principaux symptomes causés par les
Polerovirus sont un jaunissement des feuilles. Mais on peut aussi observer, pour
certaines especes de plantes, un rougissement des feuilles, un enroulement ou un
retard de croissance. Ces symptémes n’étant pas spécifiques d’'une infection virale,
des analyses plus poussées sont indispensables afin d’imputer ces maladies aux
Polerovirus. 1l est intéressant de noter que des virus proches des Polerovirus, et
encore non classés, sont découverts, identifiés et séquencés régulierement (Zhou et

al, 2012, Xiang et al., 2011).

Genre Espece Hotes
Beet chlorosis virus BChvV Chenopodiaceae
Beet mild yellowing virus BMYV Brassicaceae, Chenopodiaceae, Asteraceae
Beet western yellows Chenopodiaceae, Asteraceae, Cucurbitaceae,
. BWYV .
virus Solanaceae, Fabaceae, Brassicaceae
Carrot red leaf virus CtRLV Apiaceae
Polerovirus - -
Cucurbit aph/c'j-borne CABYV Cucurbitaceae
yellows virus
Potato leafroll virus PLRV Solanaceae
Sugarcane.' yellow leaf SCYLV Poaceae
virus
. . Asteraceae, Cucurbitaceae, Solanaceae, Fabaceae,
Turnip yellows virus TuYV .
Brassicaceae

Tableau 2 : Gammes d’hotes de certains Polerovirus. Cette liste n’est pas exaustive.

2. Cycle viral des Polerovirus

Le cycle viral des Polerovirus commence a l'entrée des virus dans leur hote,
c’est-a dire quand ceux-ci sont relargués par leur vecteur, le puceron, lors de sa prise
alimentaire et ce, directement dans les TC de la plante. Ils vont ensuite pénétrer dans
les cellules phloémiennes ou ils pourront initier leur cycle infectieux en synthétisant
les protéines nécessaires a l'initiation de certaines défenses antivirales de la plante
ainsi qu’a la réplication de leur génome. La production de nouvelles particules virales

sera nécessaire pour envahir la plante entiére par le systéme vasculaire. Une fois
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I'infection systémique installée, le virus pourra étre acquis par un nouveau puceron

avirulifére en se nourrissant de séve infectée et ainsi propager la maladie.

a. Inoculation naturelle et transmission par pucerons

Les deux Polerovirus étudiés au laboratoire, le TuYV et le CABYV, sont transmis
par la méme espéce de puceron tres polyphage, Myzus persicae ou puceron vert du
pécher. Mais le CABYV est également couramment transmis par une autre espece de
puceron, Aphis gossypii. Les pucerons appartiennent a I'ordre des Hémipteres et sont
des insectes piqueurs-suceurs qui se nourrissent de la seve des plantes en
introduisant leur stylet entre les cellules jusqu’a arriver aux TC dans lesquels circule
la seve élaborée. La transmission des Polerovirus par le puceron se déroule sous le
mode dit circulant, non propagatif. Ceci signifie que le virus transite par le vecteur
sans s’y multiplier. Le virus est acquis par le puceron lorsque celui-ci se nourrit de la
séve élaborée d’'une plante (Figure 8), il est ainsi ingéré par le puceron en méme

temps que la séve.

Figure 8: Cheminement des particules
s virales des Luteoviridae dans le puceron
im (d’aprés Brault et al. (2007). Les virions
e P sont ingérés par le canal alimentaire (ca)
° avant d’arriver dans l'intestin moyen (im) ou
6 jusqua lintestin postérieur (ip). Ils
® traversent ensuite la paroi intestinale pour
@ atteindre ’hémocele (h) avant de pénétrer
dans les glandes salivaires accessoires (gsa)
pour étre relargués avec la salive dans I'hote
ca = lors d’'une nouvelle prise alimentaire. (ep:

ep épiderme, p : phloéme)

Il transite par le canal alimentaire (ca) au niveau du stylet de I'insecte, puis
dans l'estomac jusqu’a l'intestin moyen (im) pour le TuYV, voire jusqu’a l'intestin
postérieur (ip) pour certains Luteoviridae comme le CYDV. Le CABYV est capable de
traverser la paroi intestinale aux deux niveaux de l'intestin (im) et (ip). Les virions

traversent 1’épithélium intestinal par un processus d’endocytose/exocytose,
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probablement par I'intermédiaire de vésicules a clathrine, puis la lame basale (Brault
et al, 2007). Une fois dans la cavité générale, 'hémocele (h), ils atteignent la téte du
puceron pour pénétrer les glandes salivaires accessoires (gsa) par un nouveau
mécanisme d’endocytose/exocytose. Les virions sont alors excrétés dans le phloéme
d’'une plante-hote, en méme temps que la salive de I'insecte lors d’'une nouvelle prise
alimentaire. Ce passage du virus dans le puceron dure au minimum 24 heures.

La spécificité du vecteur pour un ou plusieurs virus implique la présence

d’interactions spécifiques entre les deux protagonistes.
La premiere sélection qui va déterminer la reconnaissance virus-vecteur se déroule
au niveau de l'intestin. Méme si le processus de transcytose semble similaire pour
tous les Polerovirus, le fait que ces différents virus ne soient pas internalisés au méme
endroit de l'intestin suggere la présence de récepteurs permettant des interactions
spécifiques. De plus, il semble que la protéine mineure de capside, la protéine RT,
jouerait un role important dans la transcytose au niveau de l'intestin en augmentant
I'efficacité de passage de virions a ce niveau, mais sa présence n’est pas strictement
indispensable (Brault et al., 2007).

Lors de leur passage dans I'hémocele, les virions interagissent avec la
symbionine, une protéine qui est synthétisée par une bactérie endo-symbiotique du
genre Buchnera. Cette interaction non spécifique a un Polerovirus donné (van den
Heuvel et al., 1997) pourrait protéger les virions contre le systeme immunitaire de
'insecte et permettre aux virions d’accéder aux glandes salivaires accessoires. Pour
atteindre la lumiere des glandes salivaires accessoires, les virions doivent a nouveau
traverser par transcytose la barriere cellulaire composée de la lame basale et de
cellules des glandes salivaires accessoires. La spécificité virus-vecteur est la encore
déterminante : seuls certains Polerovirus sont capables, selon la combinaison
virus/vecteur, de franchir cette barriere. Apres avoir franchi cette derniére étape
dans le puceron, les virions sont relargués avec la salive dans le phloeme d’une
nouvelle plante ou ils pourront se répliquer a condition que celle-ci soit hote.

Seddas et al. (2004) ont identifié trois protéines de Myzus persicae capables
d’interagir avec les protéines de capside du TuYV et qui pourraient donc avoir un réle
dans les processus de transcytose. Il s’agit des protéines Rack-1 (receptor for
activated kinase 1), GADPH3 (glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase), qui

joueraient un role plus précisément dans la régulation de I'’endocytose, et I'actine, qui
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interviendrait plutot au niveau de 'entrée des virions dans les vésicules a clathrine.
Plus récemment, Yang et al. (2008) ont identifié a partir d'une étude protéomique
différentielle, quatre protéines isolées de puceron S. graminum appartenant a un
génotype vecteur. Ces protéines co-immunoprécipitent avec le virus CYDV-RPV

(Tamborindeguy et al., 2013).

b. Organisation génomique des Polerovirus et expression des génes

* Organisation génomique

Les Polerovirus sont des virus a ARN simple brin de polarité positive. La taille
de leur génome est inférieure a 6 kb. Ils possedent a leur extrémité 5’, une petite
protéine appelée VPg qui serait produite par clivage de la protéine P1.

Le génome du TuYV présente 6 ORF, les ORF 0 a 5. Les ORF0, ORF1, OFR2 sont
exprimés a partir de 'extrémité 5’ de 'ARN viral et les ORF3, ORF4, ORF5 présents en
3’ du génome, a partir d'un ARN subgénomique. Chez les Luteoviridae, seuls les
Polerovirus et les Enamovirus possedent un ORF supplémentaire en 5’ de leur

génome, 'ORFO0. Le génome du TuYV est détaillé dans la Figure ci-dessous.

s,vpg._r [ #_ORF2 ]ch-b ORF5 ) .04
ORF1 )

-

P1-2 | | P3-5 [

Figure 9: Organisation génomique du TuYV. Le génome du TuYV (5,7 Kkb)
comporte six ORF. Les protéines produites ainsi que les différentes stratégies
d’expression utilisées par le TuYV sont représentées sur ce schéma.

Mécanisme de décalage de phase de lecture (frameshift)

Mécanisme de translecture (readthrough)

e Mécanisme de traduction des protéines du TuYV

L’utilisation de différentes stratégies d’expression des protéines permet aux
Polerovirus de compacter leur génome afin de porter un maximum d’informations en
un minimum de séquences, pour pouvoir étre contenu dans la capside.

L’ORFO qui code pour la protéine PO (29 kDa) recouvre en partie 'ORF1. Il est

exprimé a partir du premier codon AUG présent sur le génome du TuYV. Ce codon
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présentant un contexte défavorable pour l'initiation de la traduction (UUGAUGCA),
I'initiation sera privilégiée au niveau du second codon AUG, celui de 'ORF1, qui est en
contexte légérement plus favorable (AUAAUGUA) grace a la présence de deux
adénines en amont de ce codon.

L’ORF1 est exprimé, par le processus de leaky scanning, en une polyprotéine
P1 de 70 kDa. Cette polyprotéine possede plusieurs domaines fonctionnels (Figure
10), dont un motif « chymotrypsin-like serine proteinase » qui permettrait de cliver la
protéine P1 en trans comme cela a été démontré pour le PLRV (Li et al., 2000). Ce
clivage libere un fragment de 25 kDa qui porte a son extrémité N-terminale la
protéine VPg. Elle porte aussi un domaine basique de liaison a I'’ARN dans son
extrémité C-terminale qui pourrait étre impliqué dans la maturation de la protéine
VPg comme pour le PLRV, hypothése énoncée par Priifer et al. (1999). Le processus
qui permet la libération de la protéine VPg reste encore inconnu mais il pourrait
s’agir de la méme activité protéasique que pour le clivage de son extrémité N-
terminale. La protéine P1 possede aussi a son extrémité N-terminale un domaine

hydrophobe, caractéristique d’'une liaison aux membranes.

Domaine Figure 10: Différents domaines

b. . .

Domaine Domaine do ke fonctionnels potentiels composant la
hydrophobe protéasique VPg ATARN protéine P1 du TuYV: un domaine

N . C| | hydrophobe a I'extrémité N-Terminale,

1 un domaine protéasique au milieu de la

protéine qui permettrait le clivage de
I'extémité C-Terminale comprenant la
N l c VPg et un domaine basique de liaison a
I’ARN.

Clivage

L’ORF2 est exprimé par un mécanisme de décalage de la phase de lecture (-1),
lors de la traduction de I'ORF1. Pour le TuYV, la séquence de I'heptanucléotide
facilitant le glissement du ribosome d’un nucléotide vers I'extrémité 5’ est GGGAAAC
et est suivi d'un pseudo-nceud (Miller et al, 1995). La protéine produite est une
protéine de 119 kDa, la protéine P1-2.

L’ORF3 code pour la protéine majeure de capside ou CP (22 kDa). Il est
exprimé a partir d'un ARN subgénomique comme les autres ORF de la partie 3’ du

génome du TuYV, 'ORF4 et 'ORF5. Comme pour 'ORFO, le codon initiateur de 'ORF3
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(UUAAUGAA) est placé en condition défavorable a l'initiation de la traduction par
rapport au second codon AUG, codon initiateur de 'ORF4 (UCAAUGGA), qui présente
une guanine apres le codon AUG améliorant son contexte.

L’ORF4 est exprimé comme I'ORF1, par le mécanisme de leaky
scanning (Dinesh-Kumar & Miller, 1993). L'ORF3 du TuYV recouvre entiérement
I’'ORF4, ce qui n’est pas le cas pour le CABYV. La protéine P4, codée par cet ORF, est
une petite protéine de 17kDa qui posséde une extrémité N-terminale chargée
négativement formant trois hélices a et un domaine C-terminal chargé positivement
et replié en feuillets  (Mayo & Ziegler-Graff, 1996).

L’ORF5 est exprimé selon un mécanisme de translecture ou « readthrough » du
codon ambre de 'ORF3. Brown et al. (1996) ainsi que Bruyere et al. (1997) ont
démontré la nécessité pour ce mécanisme de la présence d'une séquence spécifique
de I’ARN viral d’environ 700 pb située en aval du codon-stop. La traduction peut ainsi
se poursuivre et il en résulte une protéine de fusion P3-5 appelée protéine RT
(readthrough) de 74 kDa. Le produit de I'ORF5 n’est retrouvé in planta que sous cette
forme fusionnée a la protéine CP.

Voici résumé dans le Tableau 3 ci-dessous, les protéines exprimées par le
génome des Polerovirus ainsi de leur(s) réle(s) possible(s) ou démontré(s). Leurs
différents modes d’action sont détaillés dans chaque étape du cycle infectieux dans

laquelle ils prennent part.

. Taille . g
Protéines Fonction(s) Références
(kDa)
Facteur de pathogeénicité (PLRV) (Ziegler-Graff et al., 1996, van der Wilk et al.,
PO 29 Suppresseur de « RNA silencing » 1997, Pfeffer et al., 2002, Pazhouhandeh et
Amplification de I'infection (TuYV et CABYV) al., 2006)
Protéase « chymotrypsin-like serine (PLRV) ) )
P1 70 o (Priifer et al., 1999, Li et al., 2000)
VPg: réplication?
ARN polymérase ARN dépendant caractérisé
P12 | 119 POy P (Veidt et al., 1992)
par un motif GDD
cP 22 Formation de la capside (protéine majeure) (Reutenauer et al., 1993)
(Tacke et al., 1991, Tacke et al., 1993,
. N P Ziegler-Graff et al., 1996, Schmitz et al.
_ ? ’ ’ ’
P4 17 Protéine de mouvement hote-spécifique? 1997, Sokolova et al., 1997, Hofius et al.,
2001, Lee et al., 2002, Vogel et al., 2007)
Formation de la capside (protéine mineure)
N . (Bruyere et al., 1997, Brault et al., 2000,
RT 74 Transport a longue distance Brault et al., 2005, Peter et al., 2008)
Transmission par puceron

Tableau 3 : Fonctions connues ou supposées des différentes protéines produites par le génome du TuYV.
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c. Réplication

Peu de choses sont connues sur la réplication du TuYV. Néanmoins en faisant
I'analogie avec les Potyvirus, on émet des hypotheéses sur certaines protéines pouvant
y prendre part. Ainsi, la protéine VPg pourrait participer a la réplication virale
pendant ou apres sa maturation ; elle se lierait de maniere covalente a I'extrémité 5’
de I'ARN viral afin de permettre sa réplication. Les protéines P1 et P1-2 sont
indispensables a la réplication de ’ARN viral (Reutenauer et al., 1993) pourtant ce
n’est pas le cas des protéines CP, P4 et RT du TuYV dans des cellules isolées (Ziegler-

Graff et al., 1996a).

d. Encapsidation

Les protéines CP forment avec la protéine RT, la capside des Polerovirus (25
nm de diametre). Elle est composée de 180 sous-unités de CP assemblées selon une
symétrie T=3. La protéine CP est divisée en deux domaines, le domaine R riche en
arginine, situé a 'extrémité N-terminale et le domaine S (shell), situé du coté C-
terminal de la protéine. Par analogie avec des études cristallographiques réalisées sur
d’autres virus de symétrie T=3 (Rossmann & Johnson, 1989, Terradot et al., 2001), le
domaine R serait localisé a l'intérieur de la particule virale et interagirait avec 'ARN
génomique.

La protéine RT est la protéine mineure de capside. Elle s’insere par sa partie N-
terminale P3 dans la particule virale, la partie C-terminale P5 reste quant a elle
exposée a l'extérieur de la capside. Elle n’est pourtant pas indispensable a
I'encapsidation (Reutenauer et al., 1993). D’ailleurs, en absence de la protéine CP, elle
est incapable de former des particules virales. La proportion RT/CP a été estimée a
1/20 pour le TuYV par Mutterer et al. (1999). Des expériences de purification de virus
ont mis en évidence la présence d’'une protéine RT d’environ 55 kDa (notée RT*),
tronquée dans sa partie C-terminale, dont on commence tout juste a déchiffrer le role
chez le CABYV (Boissinot et al., 2014). Cette forme tronquée de la protéine RT est
retrouvée dans les particules purifiées de tous les Luteoviridae (Filichkin et al., 1994,

Peter et al., 2008) mais jamais dans les broyats de plantes infectées.
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e. Mouvement du virus dans la plante

Les Polerovirus étant directement introduits dans la séve élaborée par leur
vecteur et ne se multipliant que dans les cellules du phloéme, ils n’ont pas le méme
type de parcours dans la plante que les autres phytovirus. En effet, leur mouvement a
courte distance est limité au passage entre cellules du parenchyme phloémien,
cellules compagnes et tubes criblés, passage qui s’effectue au travers des
plasmodesmes.

La protéine P4 du PLRV possede dans sa partie N-terminale un domaine
impliqué dans des interactions protéine-protéine. Ce domaine permet la formation
d’homodimeres P4-P4 (Tacke et al., 1993). L’organisation en domaines fonctionnels
étant tres conservée chez les Polerovirus, on peut penser qu’il en est de méme pour
toutes les protéines P4 de ce genre. Le role de la protéine P4 qui partage des
caractéristiques communes avec des protéines de mouvement d’autres virus n’est
toujours pas clairement déterminé. En effet, elle posséde plusieurs caractéristiques
des protéines de mouvement virales, comme la capacité d’interactions avec les acides
nucléiques, I'augmentation du seuil d’exclusion limite (SEL) des plasmodesmes, la
localisation intracellulaire a leur niveau (Schmitz et al, 1997), la formation
d’homodimeres (Tacke et al., 1993) et la capacité a étre phophorylée (Sokolova et al.,
1997). De plus, Vogel et al. (2007) a démontré que 'adressage de la protéine P4 aux
plasmodesmes dépend des voies de sécrétion et du réseau d’actine. Méme si cette
protéine semble jouer un rdle dans le mouvement des Polerovirus, son action est
toutefois hote-dépendante, comme l'ont démontré par exemple Ziegler-Graff et al.
(1996a) pour la protéine P4 du TuYV qui n’est pas nécessaire pour I'établissement
d’une infection systémique dans Nicotiana clevelandii alors qu’elle est requise pour
I'infection de la laitue. De la méme maniere, la protéine P4 du PLRV est indispensable
pour une infection systémique de plants de pomme de terre par exemple, mais pas
dans N. benthamiana ou N. clevelandii (Lee et al., 2002). Toutes ces pistes indiquent
qu'il existerait deux mécanismes différents permettant aux Polerovirus de se mouvoir
a longue distance, I'un nécessitant la présence de la protéine P4, 'autre non (Ziegler-

Graff et al., 1996a).
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Le mouvement a longue distance des Polerovirus fait également intervenir
plusieurs autres protéines virales. Ainsi les protéines CP, RT et RT* que 'on retrouve
au niveau de la particule virale interviennent dans le mouvement a longue distance
(Bruyeére et al., 1997, Brault et al.,, 2000). Le domaine RT, c’est-a-dire le domaine
correspondant au produit de 'ORF5, peut étre divisé en deux parties : le domaine C
(conservé) situé dans la partie N-terminale, conservé entre les différents Luteoviridae
et le domaine NC (non conservé) du cété C-terminal qui est beaucoup plus variable.
Ces deux domaines jouent un role dans le mouvement a longue distance du virus car
en leur absence, méme si le TuYV reste capable de se mouvoir dans toute la plante,
I'accumulation du virus est fortement réduite (Bruyere et al., 1997). La diminution du
titre viral est plus marquée pour des mutants présentant une délétion dans la partie
C-terminale. De plus, Boissinot et al. (2014) ont montré, en utilisant des virus mutants
congus pour ne synthétiser qu'une seule forme de la protéine RT, soit la protéine
entiere, soit la protéine tronquée, que les deux formes sont indispensables a une
infection systémique efficace du CABYV.

Les Polerovirus semblent se déplacer dans le phloéme sous une forme
encapsidée. En effet, Mutterer et al. (1999) ont observé des particules virales du TuYV
dans des plasmodesmes reliant les différentes cellules phloémiennes aux tubes
criblés. De plus, des mutations dans la protéine CP, qui empéchent la formation de la
capside, inhibent le transport systémique du virus (Brault et al.,, 2003, Hipper et al,,
2014). La mise en place d’'une infection systémique nécessite la présence du virus

sous sa forme encapsidée (Ziegler-Graff et al., 1996a).

f. Suppression de RNA silencing

Le mécanisme de RNA silencing antiviral est initié par la présence d’ARN
double brin viral, produit intermédiaire de la réplication virale. Il est reconnu par une
enzyme DCL (Dicer-like) qui le coupe et forme des petits duplexes de 21 a 24
nucléotides, appelés siRNA. L'un des deux brins est ensuite pris en charge par la
protéine AGO1 (ARGONAUTE 1) dans le complexe effecteur RISC (RNA induced
silencing complex). La protéine AGO1 est alors capable de cibler sur 'ARN viral, la
séquence complémentaire du petit ARN chargé et de cliver 'ARN viral a ce niveau,

entrainant sa dégradation par d’autres processus (Ding & Voinnet, 2007).
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La plupart des virus ont trouvé un moyen d’inhiber ou de contourner ce systéme de
défense en exprimant des protéines dites « suppresseurs de RNA silencing » ou VSR
(viral suppressor of RNA silencing). Leur séquence, leur structure mais aussi leur

mode d’action différent selon le virus considéré (Diaz-Pendon & Ding, 2008).

Chez les Polerovirus, la protéine ayant une activité VSR est la protéine PO qui
avait été caractérisée jusqu’alors comme facteur de pathogénicité (Pfeffer et al,
2002). Chez le TuYV, la protéine PO n’est pas essentielle a I'infection contrairement a
celle du PLRV (Sokolova et al.,, 1997). De grandes avancées ont été faites dans la
compréhension du mécanisme d’action de la protéine PO du TuYV comme VSR, avec
'identification de partenaires cellulaires de cette protéine. En effet, la protéine PO qui
possede un motif «F box » interagit avec la protéine SKP1 (S-phase kinase-related
protein 1)(Pazhouhandeh et al.,, 2006), un des constituants du complexe SCF (SKP-
Cullin-F-box protein) qui est responsable de 'ubiquitination des protéines destinées a
la dégradation par la voie du protéasome 26S (Lechner et al., 2006). De plus,
Bortolamiol et al. (2007) ont démontré que la cible de la protéine PO dans la voie de
RNA silencing est la protéine AGO1 (Figure 11), et Baumberger et al. (2007) ont
complété cette étude en rapportant que les protéines AGO2, AGO4, AGO5, AGO6 et
AGO9 sont aussi sensibles a I'action de la protéine PO, protéines qui possedent toutes,
comme la protéine AGO1, un domaine ND-PAZ potentiellement reconnu par la
protéine P0O. La premiere hypothese fut que la protéine PO prenne part au complexe
SCF comme protéine a F-Box pour mener a la dégradation de la protéine AGO1.
Récemment, Derrien et al. (2012) ont démontré que la protéine AGO1 était dégradée
par le mécanisme d’autophagie et que sa dégradation nécessitait son ubiquitination
par le complexe SCF. L’autophagie est un processus catabolique intracellulaire qui
permet la dégradation et le recyclage de composants cytoplasmiques par les
lysosomes (Kuang et al., 2013). C’est un processus sélectif qui permet de renouveler

les organelles et d’éliminer les débris cellulaires et les pathogenes intracellulaires.
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Figure 11 : Dégradation de la protéine AGO1

Line 59 61 &3 par la protéine PO du TuYV dans des plantes

est: C - + - + - 4+ transgéniques exprimant la protéine FLAG-
AGO1 constitutivement et la protéine PO sous

AGO1— . o - promoteur inductible a l'oestradiol. Trois

lignées de plantes avec (+) ou sans (-) induction a
I'oestradiol (est) ont été testées par western blot
avec un anticorps anti-FLAG. La charge est
vérifiée par la coloration du gel du bas. (C:
controle positif) (Bortolamiol et al.,, 2007)

3. Inoculation des Polerovirus en laboratoire

Afin d’initier une infection, les Polerovirus doivent atteindre directement les
tissus vasculaires de leur plante-hote. Ainsi pendant longtemps, le seul moyen
d’infecter les plantes par les Polerovirus en laboratoire était I'utilisation de pucerons.
Afin de s’affranchir de cette contrainte, Leiser et al. (1992) ont développé une
méthode jusque-la utilisée pour les virus a ADN circulaire : I'agro-inoculation.

Agrobacterium tumefaciens est une bactérie responsable de la galle du collet.
Elle posséde un plasmide Ti (Tumour inducing) qui porte des génes de virulence (vir),
responsables du transfert de ’ADN-T (ADN de transfert), et des genes oncogenes
intervenant dans la formation de tumeurs. L’ADN-T peut s’intégrer au hasard dans le
génome des cellules. Au laboratoire nous utilisons des agrobactéries contenant un
plasmide Ti désarmé qui comprend les génes vir nécessaires au transfert en trans et
de 'ADN d’intérét porté par un plasmide binaire. Ici 'ADN d’intérét est ’ADNc codant
pour le génome complet du TuYV (FL1) ou du CABYV sous le contrdle d’'un promoteur
fort, constitutif (promoteur 35S du CaMV) et d’'un terminateur de la transcription
(terminateur du gene NOS Nopaline synthase). Apres transfert de cet ADN dans la
cellule végétale, il est transcrit puis traduit en protéines virales capables d’initier une
infection virale.

Cette méthode d’inoculation m’a permis d’infecter les plantes par les
Polerovirus tout au long de mes expérimentations. Elle s’est méme avérée efficace
pour inoculer le BYDV et le CYDV a des plantes considérées comme non hotes (Yoon
etal, 2011).

Une autre technique d’inoculation a été rapportée pour le TuYV et le PLRV
(Hoffmann et al., 2001), la biolistique, mais elle reste tres largement moins efficace

que l'agro-inoculation. Elle consiste a bombarder des tissus végétaux avec des micro-
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billes enrobées de ’ARN viral d’intérét ou de particules virales afin de les amener
directement dans les cellules du phloeme pour que I'ARN y soit traduit. Cette
méthode présente I'avantage de ne pas introduire un second pathogene dans les

plantes étudiées.

III. Le virus de la mosaique de la laitue ou Lettuce mosaic virus
(LMV): famille Potyviridae, genre Potyvirus

L’étude du cycle viral du LMV ainsi que la caractérisation de ses protéines
n’étant pas des études abouties (German-Retana et al., 2008, Moreno & Fereres,
2012), je me baserai dans ce chapitre sur des études réalisées sur d’autres Potyvirus
lorsque les données sur le LMV restent inconnues ou incompleétes. Il est donc possible
que les résultats observés sur ces autres Potyvirus ne soient pas transposables au
LMV.

Le lettuce mosaic virus ou LMV est I'un des virus de la laitue qui cause le plus
de dégats dans les cultures car, en plus d’étre transmis par différentes especes de
pucerons, il peut aussi étre transmis verticalement par les graines chez la laitue. Il
présente une large gamme d’hétes dont de nombreuses plantes d’intérét économique
(laitue, pois, endive, plantes ornementales...). Ce virus flexueux d’environ 750 x 15 nm
(Moghal & Francki, 1981) fait partie de la famille des Potyviridae et du genre des
Potyvirus dont le membre-type est le Potato virus Y (PVY). D’aprés le comité
international de taxonomie des virus (ICTV), les Potyviridae comportent 8 genres
(Tableau 4) dont 7 ne regroupent que peu d’especes. Seul le genre des Potyvirus est

particulierement important puisqu’il regroupe 146 especes.

Nombre Tableau 4 : Taxonomie des Potyviridae. Cette
Famille Genre d’especes | famille de virus comporte 8 genres et 2 espéces non
classées. Source :

Brambyvirus 1 http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy
Bymovirus 6
Ipomovirus 5
Macluravirus 6
Potyviridae Poacevirus 2

Potyvirus 146

Rymovirus 3
Tritimovirus 5
virus non classés 2
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1. Gamme d’hotes et symptomes

Le LMV est présent tout autour du monde. Il est capable d’infecter des plantes
appartenant a plus de 20 genres regroupés en 10 différentes familles comme les
astéracées, les brassicacées, les cucurbitacées, les fabacées, les solanacées ou les
chénopodiacées. 1l s’agit aussi bien de plantes a destinée alimentaire que des plantes
ornementales.

Les principaux symptomes développés sur la laitue sont assez variables mais ils
consistent la plupart du temps en un éclaircissement des nervures sur les feuilles
jeunes et des mosaiques sur les plus anciennes (Figure 12A). On observe aussi un
retard de croissance ainsi qu'une forte déformation des feuilles au niveau du coeur de
la laitue (Figure 12B), ces feuilles paraissent gaufrées. Selon la souche de LMV, on
peut aussi observer une nécrose des veines. Ces symptomes étant assez généraux

d’infections virales, ils ne sont pas spécifiques au LMV et des analyses plus poussées

sont souvent nécessaires pour attester de sa présence.

Figure 12 : Principaux symptomes du LMV observés sur la laitue. (A)
Feuille de laitue présentant une mosaique et un gaufrage du limbe.
Photographie H. Lot, INRA. (B) Laitues-batavia présentant un fort retard de
croissance (par rapport aux autres laitues non infectées autour), une
mosaique et un gaufrage des feuilles (Moreno & Fereres, 2012)

2. Cycle viral du LMV

a. Inoculation naturelle et transmission

La principale voie de transmission du LMV est la transmission verticale. Les
laitues infectées produisent des graines qui portent le virus, ce qui permet une large
propagation du virus (Nebreda et al., 2004).

La deuxieme voie de transmission du LMV est la transmission par un insecte vecteur,

le puceron. Un grand nombre d’espéces de pucerons sont capables d’acquérir le LMV,
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particulierement Myzus persicae, comme pour le TuYV, mais aussi Aphis gossypii et
Macrosiphum euphorbiae qui sont les espéces les plus efficaces pour la transmission
du LMV. La transmission se fait de maniere non persistante: apres acquisition par le
puceron, les particules virales sont directement relarguées lors de la prise
alimentaire suivante. Le puceron ne reste virulifere qu'un court moment, de I'ordre
de la minute (Ng & Perry, 2004). Le virus est retenu sur des sites spécifiques du stylet
ou du canal alimentaire. La protéine de capside du virus est donc un élément
déterminant dans la transmission et dans la spécificité de I'interaction. Ceci a été mis
en évidence pour les Potyvirus, apres 1'étude de deux virus mutants de ce genre: le
Tobacco vein mottling virus (TVMV) (Atreya et al., 1995) et de Soybean mosaic virus
(SMV)(Jossey et al., 2013), touchés au niveau du motif peptidique « DAG » situé a
I'extrémité N-terminale de la protéine CP. Ces virus mutants se sont avérés non
transmissibles. Mais la protéine de capside n’est pas le seul déterminant de la
transmission du virus car celle-ci nécessite également la présence de la protéine
Helper component-proteinase (HC-Pro) qui forme un pont entre la particule virale et
le stylet du puceron (Pirone & Blanc, 1996). Seo et al. (2010) émettent ’hypothese
que la transmission serait contrélée par des interactions plus complexes qu’un simple
pont. En effet, ils ont démontré chez le SMV que l'interaction entre les protéines CP et

HC-Pro est tres importante pour la transmission des Potyviridae.

b. Organisation génomique (Urcuqui-Inchima et al., 2001) et traduction

Le génome du LMV est composé d'un ARN simple brin de polarité positive
présentant une protéine VPg de 25 kDa a son extrémité 5’ et une queue polyadénylée
a son extrémité 3’. Cet ARN de 10080 nucléotides est exprimé en deux polyprotéines.
La principale polyprotéine produite (3255 acides aminés pour le LMV) va étre clivée
en 10 protéines matures par les trois protéases virales, a des sites de clivage dont les
séquences restent tres conservées entre les différents Potyvirus (Figure 13). Les trois
protéases virales permettant cette maturation sont les protéines P1, HC-Pro et Nla-

Pro (nuclear inclusion proteinase).
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P1 HC-Pro Nila Nla Nia
| | U e 1 !
N P1 HC-Pro P3 ClI VPq Pro NIib CP| C
6K 1 6K2
P3N-PIPO

Figure 13: Modes de clivage des polyprotéines exprimées a partir du génome d’un
Potyvirus. Figure reproduite a partir de Mathur et al., (2012). Les clivages de la polyprotéine sont
assurés par les protéines P1, HC-Pro et VPg-Pro en cis symbolisés par les fleches violettes, les
clivages de la polyprotéine par la protéine Nla en trans sont symbolisés par les fleches grises.

La protéine P1 est une des trois protéases virales permettant le clivage en cis
de la polyprotéine des Potyvirus entre les domaines P1 et HC-Pro et aboutissant a sa
libération (Verchot et al, 1991, Mavankal & Rhoads, 1991). C’est une protéase a
sérine de type chymotrypsine. Le clivage P1/HC-Pro est vital pour le TVMV (Klein et
al, 1994). La protéine HC-Pro est une protéine multifonctionnelle de 56 KkDa,
impliquée elle aussi dans le clivage de la polyprotéine (Carrington et al., 1989b). C’est
le domaine C-terminal de la protéine qui porte I'activité protéase et qui permet le
clivage en cis entre son extrémité C-terminale et de la protéine P3 (Carrington et al.,
1989a). La protéine peut se diviser en trois domaines fonctionnels, un domaine
central et deux domaines N- et C- terminaux. La protéine Nla (environ 48 kDa)
comprend les protéines VPg et Nla-Pro. Cette derniére possede la troisieme activité
protéasique du génome viral (protéase a cystéine de type trypsine), qui agit en cis,
permettant la maturation des protéines VPg et Nla, et en trans, ce qui permet le
clivage de la polyprotéine au niveau des jonctions P3/6K1, 6K1/CI et NIb/CP
(Carrington & Dougherty, 1987) (Figure 13).

Récemment a été découverte chez les Potyvirus, une deuxieéme polyprotéine produite
a partir de ’ARN viral, il s’agit de la petite polyprotéine P3N-PIPO (Pretty Interesting
Potyviridae ORF). Elle est exprimée a partir de la séquence codant pour la protéine P3
par un mécanisme de décalage de cadre de lecture (+2) (Chung et al., 2008). La
protéine PIPO n’a jamais été détectée seule mais uniquement en fusion avec la partie
N-terminale de la protéine P3 (Chung et al, 2008). Des mutations empéchant
I'expression de PIPO chez le Turnip mosaic virus (TuMV) rendent le virus non

infectieux (Chung et al., 2008).
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Voici résumé dans le Tableau 5 ci-dessous, les différentes protéines produites

par le génome du LMV ou de divers Potyvirus ainsi de leur(s) réle(s) possible(s) ou

démontré(s). Leurs différents modes d’action sont détaillés dans chaque étape du

cycle infectieux dans laquelle ils prennent part.

.. Taille . es
Protéines (kDa) Fonction(s) Références
Protéase a sérine de type
«chymotrypsin-like»
Amplification infection (Verchot et al.,.1991, Mavankal & Rhoads, 1991,
P1 50 o Verchot & Carrington, 1995, Kasschau &
Réplication (TEV) Carrington, 1998, Valli et al., 2006)
Suppresseur de « RNA
silencing » (CVYV)
Suppresseur de « RNA
silencing »
Clivage polyprotéine (Carrington et al., 1989a, Atreya et al., 1992, Huet
FRTI t al., 1994, Kasschau & Carrington, 1995, Cronin
HC-P 56 | Réplication (TEV) etaL, ’ ’ !
ro . et al., 1995, Rojas et al., 1997, Kasschau &
Mouvem(?nt de cellule & cellule Carrington, 1998, Lakatos et al., 2006)
(LMV) et a longue distance (TEV)
Transmission par le puceron
Réplication?
P3 37 (Merits et al., 1999b, Jenner et al., 2003)
Symptomatologie
Réplication? (PVA) ]
6K1 6 (Merits et al., 2002, Hong et al., 2007)
Mouvement (SMV)
Activités hélicase et ATPase: (Lain et al., 1990, Lain et al., 1991, Rojas et al.,
cl 71 | Réplication? 1997, Rodriguez-Cerezo et al., 1997, Carrington et
Mouvement cellule a cellule al., 1998)
Réplication? (PVA, TuMV) (Merits et al., 2002, Leonard et al., 2004, Spetz &
6K2 6 Symptomatologie et mouvement | Valkonen, 2004, Cotton et al., 2009, Grangeon et
systémique (TuMV) al., 2013)
VPg: réplication
VPg: mouvement cellule & cellule | (Carrington & Dougherty, 1987, Hong & Hunt,
Nla 48 (TVMV) et systémique (TEV) 1996, Nicolas et al., 1997, Schaad et al., 1997b,
Protéase a cysteine de type Puustinen & Makinen, 2004)
«trypsin-like»
NIb sg | ARN polymérase ARN (Hong & Hunt, 1996)
dépendante: réplication
Protéine de capside
Transmission par le puceron (Dougherty et al., 1985, Dolja et al., 1995, Rojas et
cp 31 Mouvement cellule a cellule et aI., 1997, Haldeman-Cahill et al., 1998, Flasinski &
systémique Cassidy, 1998)
Réplication (TEV)
- 2010. Vii . '
P3N-PIPO 25 Mouvement (Wen & Hajimorad, 2010, Vijayapalani et al.,

2012)

Tableau 5 : Fonctions connues ou supposées des différentes protéines produites par le génome du LMV
ou de d’autres Potyvirus.
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c. Réplication des Potyvirus

L’amplification du génome nécessite la synthese préalable de I’ARN
polymérase ARN dépendante virale. Les processus de réplication et de traduction du
génome viral étant interdépendants, il est compliqué de séparer clairement les
acteurs mis en jeu dans ces deux mécanismes (Revers et al., 1999). Ceci étant, on sait
que la fonction ARN polymérase ARN dépendante est portée par la protéine NIb (58
kDa) (Hong & Hunt, 1996), qui est donc directement impliquée dans la réplication
virale. La protéine Nla possede quant a elle une fonction cis-réplicative (Schaad et al.,
1996) et, en interagissant avec la protéine NIb (Li et al., 1997), pourrait faire partie
du complexe de réplication. La protéine VPg liée covalemment a I'extrémité 5’ de
I’ARN viral (Murphy et al, 1996) intervient dans linitiation de la réplication
(Puustinen & Makinen, 2004). Elle interagit également avec un facteur d’initiation de
la traduction elF4E (Ala-Poikela et al., 2011, Tavert-Roudet et al., 2012).

Chez le TEV, les complexes de réplication sont associés aux membranes du
réticulum endoplasmique, potentiellement par les protéines 6K (Schaad et al., 1997a).
Les protéines 6K1 et 6K2 (6kDa) des Potyvirus sont des petites protéines dont le réle
commence seulement a étre connu. La protéine 6K1 a été détectée pour la premiere
fois in vivo en 2006 dans des N. benthamiana infectés par le Plum pox virus (PPV)
(Waltermann & Maiss). Les études existantes sur cette protéine suggerent que cette
derniere serait impliquée dans la réplication virale. En effet, Merits et al. (2002) ont
montré que la délétion de la région codant pour la protéine 6K1 rendait le Potato
virus A (PVA) non infectieux. Comme la protéine 6K1, la protéine 6K2 est
indispensable a la réplication virale du PVA (Merits et al., 2002). Chez le TuMV, elle
est responsable des réarrangements membranaires impliqués dans la réplication et le
mouvement intracellulaire des composants viraux. Ces structures membranaires sont
de deux types: la premiere est une structure globulaire périnucléaire et la seconde
est une structure vésiculaire corticale (Cotton et al., 2009, Grangeon et al., 2012). Ces
vésicules portant la protéine 6K2 dans leur membrane sont capables de se mouvoir
dans la cellule mais aussi de cellule a cellule (Grangeon et al., 2013).

D’autres protéines virales pourraient aussi intervenir dans ce processus mais
comme il est difficile de dissocier la réplication de la traduction, le role de chacune
n’est pas clairement défini. Des études portant sur des mutations des protéines P1

(Verchot & Carrington, 1995), HC-Pro (Kasschau et al., 1997) et P3 (Klein et al., 1994)
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ont mis en évidence leur implication dans I'amplification du génome viral. Certaines
protéines virales comme la protéine CI (cyclindrical inclusion) possedent un ou
plusieurs domaines de liaison a I’ARN, ce qui pourrait indiquer leur lien avec le
processus de réplication viral (Merits et al., 1998).

La protéine CI est une protéine de 71 kDa qui possede les activités hélicase
(Lain et al., 1990) et ATPase (Lain et al., 1991), ce qui conforterait son réle dans la
réplication.

La protéine P3 des Potyvirus est une protéine de 37 kDa dont le role reste
encore mal défini. Elle présente peu d’homologie de séquence avec des protéines
d’autres virus. Elle est localisée dans le cytoplasme, associée a la protéine CI, ce qui
pourrait montrer son implication dans la réplication (Merits et al., 1999). La protéine
CP en tant que telle ne semble pas nécessaire a ce processus mais il apparait que sa
structure secondaire et son extrémité N-terminale soit requises pour la réplication du

génome viral du TEV (Haldeman-Cahill et al., 1998).

d. Mouvement des Potyvirus dans la plante

* Mouvement de cellule a cellule

Un grand nombre de protéines synthétisées par les Potyvirus interviennent

dans le mouvement méme si elles ne sont pas a proprement parler des MP (Urcuqui-
Inchima et al.,, 2001). C’est le cas par exemple des protéines CI (Carrington et al,,
1998), VPg (Nicolas et al.,, 1997), HC-Pro et CP (Rojas et al.,, 1997) qui sont impliquées
dans le mouvement de cellule a cellule. Malgré son implication dans ce mouvement, la
protéine CI n’est pourtant pas une protéine de mouvement « conventionnelle» car elle
est incapable de bouger d'une cellule a l'autre et de modifier la taille des
plasmodesmes (Rojas et al., 1997). Elle se localise plus précisément a proximité des
plasmodesmes dans des cellules infectées par le TVMV (Rodriguez-Cerezo et al,
1997).
Comme elle est liée a 'ARN viral, la protéine VPg est également exposée a une
extrémité de la particule virale. Par ce fait, elle pourrait avoir un role dans le
mouvement orienté du virus, ce qu'ont démontré Nicolas et al. (1997) pour le TVMV
dans le tabac.

La protéine HC-Pro du LMV induit une augmentation du seuil d’exclusion

limite (SEL) des plasmodesmes (Rojas et al.,, 1997).
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En ce qui concerne la polyprotéine P3N-PIPO, un virus muté du Soybean
mosaic virus (SMV) incapable de synthétiser la protéine, est restreint a des ilots de
cellules au niveau de la feuille inoculée (Wen & Hajimorad, 2010). Chez le TuMV, la
polyprotéine P3N-PIPO est localisée dans les plasmodesmes de N. benthamiana ou
elle interagit avec la protéine CI (Wei et al., 2010). Cette interaction a aussi été
démontrée dans le cas du PPV (Zilian & Maiss, 2011). Vijayapalani et al. (2012) ont
proposé un modele pour le passage du virus a travers les plasmodesmes (Figure 14) :
la protéine P3N-PIPO se lierait au virion par le biais de la protéine CI et menerait ce
complexe jusqu’aux protéines membranaires PCaP1 (Plasma membrane-associated
cation-binding protein 1), ancrées a la membrane plasmique. Ce complexe
s’accumulerait ensuite au niveau des plasmodesmes grace a la présence probable de
protéines cellulaires non identifiées qui faciliteraient le passage du virus a travers les
plasmodesmes.

La grande inconnue de ce transport intercellulaire reste la forme sous laquelle
le virus se déplace dans la plante. Quelques pistes suggerent que les Potyvirus
circuleraient sous la forme de virions car des mutations dans la région centrale de la
protéine CP empéchent 'assemblage de la particule virale du TEV et son mouvement

de cellule a cellule (Dolja et al., 1994).

Figure 14 : Modéle de passage des Potyvirus
de cellule en cellule, proposé par
Vijayapalani et al. (2012). CW: paroi cellulaire,
PD: plasmodesme, ER: reticulum
oo endoplasmique, PM : membrane plasmique.
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e Mouvement a longue distance

Andrianifahanana et al. (1997) ont montré dans des plants de piments
(Capsicum annuum) que le PepMoV (Pepper mottle virus) suit le flux des
photoassimilats des tissus « source » vers les tissus « puits » de la plante. Dans un
premier temps, le virus suit le transport descendant dans le phloeme externe de la
feuille inoculée, puis suit le transport ascendant dans le phloéme interne vers les

tissus plus jeunes (tissus « puits »).

La premiére étape de ce mouvement, I'entrée des Potyvirus dans les faisceaux
vasculaires, reste un processus encore mal connu car il dépend de I'hote mais aussi de
la sensibilité ou la résistance de la plante au virus considéré (Saenz et al., 2002).
Plusieurs protéines virales sont impliquées dans le mouvement a longue distance des
Potyvirus : les protéines CP, HC-Pro, VPg, 6K2 et P3N-PIPO. En effet, Dolja et al. (1994)
ont montré qu’'une délétion des régions C- ou N-terminale de la protéine CP du TEV
permet la formation de virions mais inhibe le mouvement systémique du virus. Ceci a
aussi été démontré pour la protéine CP du Pea Seed-borne Mosaic Virus (PSbMV) dans
Chenopodium quinoa (Andersen & Johansen, 1998) ou celle du TVMV dans des plants
de tabac (Atreya et al., 1995).

En ce qui concerne la protéine HC-Pro, c’est plus particuliérement sa région
centrale qui est impliquée dans le mouvement systémique comme l'ont montré
Cronin et al. (1995) et Kasschau and Carrington (2001) pour le TEV. L'implication de
la protéine HC-Pro du TVMV dans ce mouvement a aussi été mis en évidence par
Klein et al. (1994). Le fait que la région centrale de la protéine HC-Pro soit aussi
indispensable a son role de VSR suggere que ces deux processus sont liés et que le
mouvement a longue distance des Potyvirus nécessiterait ’activité de suppression du
RNA silencing (Kasschau & Carrington, 2001).

L’implication de la protéine VPg dans le mouvement a longue distance des
Potyvirus a été démontrée pour le TEV par Schaad et al. (1997b) en utilisant des virus
chimériques capables ou non de se mouvoir a longue distance dans le tabac. Les
protéines CP et VPg étant exposées a I'extérieur du complexe de transport (Dougherty
et al.,, 1985, Schaad et al.,, 1997b), on peut penser qu’elles assurent la fonction de
liaison avec des facteurs cellulaires afin de permettre un mouvement efficace du virus

dans toute la plante.
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Lorsque la protéine 6K2 est mutée, le mouvement systémique du PVA et du
TEV est bloqué (Rajamaki & Valkonen, 1999, Spetz & Valkonen, 2004). C’est aussi le
cas de la protéine P3N-PIPO du SMV qui peut inhiber le mouvement viral a longue

distance lorsqu’elle est mutée (Wen & Hajimorad, 2010).

En ce qui concerne les déterminants cellulaires participant au transport viral,
quelques protéines ont été identifiées capables de jouer un role positif ou négatif sur
le déplacement des Potyvirus dans la plante. Ainsi les protéines RTM1, RTM2 et RTM3
(restricted TEV movement) bloquent le mouvement systémique de plusieurs
Potyvirus comme le TEV (Mahajan et al., 1998, Whitham et al., 2000, Cosson et al.,
2010b), le PPV ou le LMV (Decroocq et al., 2009). Le réle de la protéine cellulaire PVIP
(Potyvirus VPg-Interaction Protein) est différent car sa présence permet le
mouvement systémique du TuMV (Dunoyer et al, 2004). En effet, 'absence
d’interaction entre la protéine PVIP et la protéine VPg induit un ralentissement du

mouvement systémique.

e. Suppression de « RNA silencing »

Il a été démontré que la protéine HC-Pro des Potyvirus possédait une activité
de suppression de RNA silencing en empéchant le chargement des siARN dans le
complexe RISC contenant la protéine AGO1 (Lakatos et al., 2006, Schott et al., 2012).
Bien que les protéines HC-Pro du TuMV et du PVY ne posseédent pas de propriétés de
liaison avec les siARN in vitro, elles suppriment néanmoins le RNA silencing in vivo
(Merai et al,, 2006). Récemment, un nouveau cofacteur interagissant in planta avec la
protéine HC-Pro du TuMV a été identifié : le facteur de transcription RAV2 (régulé par
’éthyléne) qui est requis pour 'activité de RNA silencing (Endres et al., 2010). Une
autre protéine pourrait agir comme VSR chez certains Potyvirus, comme la protéine
P1 du Cucumber vein yellowing virus (CVYV), qui agirait en aval de la formation des

duplex d’ARN (Valli et al., 2006).

3. Transmission du LMV en laboratoire

Le LMV se transmet tres facilement en laboratoire. En effet, on procede a une

inoculation mécanique pour infecter de nouvelles plantes. Il suffit de broyer, dans du
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tampon phosphate avec de la célite ou du carborundum, des feuilles de plantes
infectées et de frotter les feuilles d'une plante saine avec ce broyat. La célite ou le
carborundum permet de broyer plus facilement et plus finement les feuilles mais
aussi de causer des micro-blessures sur la feuille a inoculer afin de faciliter I'entrée

du virus dans les cellules.
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Partie 3: Etudes transcriptomiques de tissus phloémiens ou
de plantes virosées

Dans ce chapitre, je vais vous exposer l'état des lieux des études
transcriptomiques déja réalisées sur Arabidopsis thaliana et sur des sujets proches de
celui traité dans ce projet. Les études qui nous intéressent peuvent étre regroupées
en deux parties :

- Les études transcriptomiques de tissus végétaux spécifiques de notre
thématique : les tissus phloémiens
- Les études transcriptomiques comparatives de tissus infectés par des virus

par rapport a des tissus sains

I. Etudes transcriptomiques de tissus phloémiens

1. Différentes méthodes d’isolement de tissus spécifiques.

Plusieurs techniques d’isolement de tissus ou de cellules spécifiques ont été
développées ces dernieres années. Ces méthodes ont chacune leur avantage, le bon
choix de celles-ci dépend surtout du type de matériel que I'on veut analyser qui est
plus ou moins fragile et/ou accessible, et de I'usage du prélevement (extraction d’ARN
ou de protéines) qui nécessite plus ou moins de précautions. Voici quelques exemples

de techniques employées pour prélever spécifiquement certains types cellulaires :

a. Préléevement du contenu cytosolique par aspiration grace a des micro-
capillaires

Comme son nom l'indique, cette technique consite a prélever le contenu de
certaines cellules a I'aide de capillaires tres fins qui permettent de récolter le contenu
cytosolique par capilarité (Brand et al., 2002).

L’'inconvénient majeur de cette technique est qu’elle n’est possible que pour
des cellules accessibles en périphérie du tissu choisi (Figure 15).

Des micro-capillaires ont également été utilisés pour prélever le contenu de TC

chez le mais (Brandt et al., 1999).
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Figure 15: Méthode d’isolement de tissus
spécifique: prélevement du contenu
cytosolique d’une cellule de mésophylle a

I'aide d’'un micro-capillaire.

b. Immunoprécipitation de sous-unités ribosomales

Cette technologie repose sur I'expression dans des plantes transgéniques de la

protéine ribosomale RPL18 marquée, soit par une étiquette (FLAG, HA), soit par une

protéine fluorescente comme la protéine eGFP et exprimée sous le contréle d'un

promoteur cellule-spécifique (Zanetti et al., 2005, Heiman et al., 2008, Mustroph et al.,

2009a). Apres immunoprécipitation de I'extrait végétal sur des billes portant des

anticorps dirigés contre le marquage utilisé, on extrait les ARN messagers marqués

issus des cellules spécifiques que l'on veut étudier (Figure 16) et on obtient le

« translatome » (banque d’ADNc contruite a partir ’ARNm en cours de traduction)

spécifique de ces cellules ou de ce tissu. L'inconvénient de cette technique est le grand

nombre de paralogues composant chaque sous-unité ribosomale ce qui implique que

tous les ribosomes ne sont pas marqués et que I'on ne récupere qu’'une partie des

messagers pris en charge par les ribosomes.

B
7Me
7MeG
recouverte
d’anticorps 7Me
anti- AAA
marquage
\"A"4 AAA
AAA

O9NL

8 Ribosome 8 Ribosome

7MeG
\ AAA ARN messager

Figure 16: Méthode
d’isolement de tissus
spécifiques : Immuno-
précipitation de polysomes
par les sous-unités
ribosomales.
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c. Isolement de noyaux marqués de cellules spécifiques : systeme INTACT
(Isolation of nuclei tagged in specific cell types)

Des plantes transgéniques permettant d’obtenir des noyaux biotinylés dans
des cellules spécifiques sont produites par Deal and Henikoff (2010). Elles expriment
d’'une part la biotine ligase BirA (Biotin operon repressor) sous le contréle d'un
promoteur constitutif (Figure 17a) et d’autre part, sous le controle d'un promoteur
« cellule-spécifique », une protéine de fusion appelée NTF (nuclear targeting fusion),
qui est composée du domaine WPP de la protéine RanGAP1 et qui permet son
association a I'’enveloppe nucléaire, de la protéine GFP et du substrat de la protéine
BirA, le peptide BLRP (biotin ligase recognition peptide). Ainsi si les deux protéines
sont produites dans la méme cellule (Figure 17b), le noyau de celle-ci sera marqué
par la protéine biotinylée. Pour purifier spécifiquement ces noyauy, il suffit d’extraire
les noyaux totaux. Ceux qui sont biotinylés se lient a des billes recouvertes de
streptavidine, les autres sont élués. Cette méthode est facile mais présente un certain
nombre de désavantages tels que le délai de transformation des plantes, la mauvaise
connaissance des effets de la purification de noyaux sur le transcriptome et

I'obtention d’ARN non régulés par des modifications post-transcriptionnelles.

Protéine
NTF

o))

Domaine WPP

@)
O Biotine

0 Biotine

Figure 17 : Méthode d’isolement de tissus spécifiques : Isolement de noyaux marqués
de cellules spécifiques par le systéme INTACT. (a) Cellule exprimant constitutivement la
protéine BirA (biotin operon repressor). (b) Cellule d’intérét exprimant constitutivement
la protéine BirA et la protéine de fusion NTF (nuclear targeting fusion), comportant le
domaine WPP de la protéine RanGAP1 (Ran GTPase-activating protein), la protéine GFP et
le le substrat de la la protéine BirA: BLRP (biotin ligase recognition peptide), sous le
controdle d’'un promoteur cellule-spécifique.

e Microdissection et capture laser (LCM)

Il s’agit certainement de la technique la plus utilisée au cours de ces dernieres

années en vue d’analyses transcriptomiques, notamment sur les tissus vasculaires de
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différentes espeéces végétales. On peut citer Asano et al. (2002) qui s’est intéressé au
phloeme du riz, Nakazono et al. (2003) a celui du mais, Jiao et al. (2009) a 40 types
cellulaires de riz, Portillo et al. (2009) a la tomate, Deeken et al. (2008) au phloeme
d’A. thaliana.

Deux systémes de microdissection sont disponibles actuellement (Espina et al.,
2006). Le premier est basé sur la capture infra-rouge (IR). En effet, apres
visualisation par microscopie de la zone choisie, un film plastique thermosensible
posé sur une capsule est appliqué sur la zone d’intérét grace a un laser IR. En
soulevant la capsule, la zone sélectionnée est alors retenue sur le film et donc sur la

capsule.

film thermosensible laser IR

' I

Ceeee—— capsule

w—a
(070 ol o lo]e]

®[® o[®fo [0 tisus [0 ]®] o @Jfg [0 | @
I

lame

Figure 18 : Méthode d’isolement de tissus spécifiques: Microdissection et capture laser de zones
d’intérét par rayons infrarouges.

Le second systeme est basé sur la coupe aux rayons ultraviolets (UV). Un laser
UV permet de découper directement la zone sélectionnée. Celle-ci est récupérée sur
un bouchon portant un film adhésif d’'un tube eppendorf. Ce systéme est plus invasif
car les rayons UV détruisent les cellules adjacentes a la zone choisie, ce qui peut
provoquer des dégradations dans I’échantillon sélectionné.

La préparation des échantillons est une étape cruciale de cette méthode
d’isolement puisqu’il faut trouver un bon équilibre entre deux parametres tres
importants : le maintien des structures anatomiques de I’échantillon pour pouvoir
reconnaitre les différents tissus ou cellules a micro-disséquer et I'intégrité des ARN
qui en seront extraits pour les différentes analyses. De nombreux protocoles de
préparation de ces échantillons (fixation, inclusion, coupe) sont proposés dans
différentes études. Kerk (2003) a testé certains de ces protocoles afin d’optimiser la
méthode.

Le principal désavantage de cette technique d’isolement de cellules spécifiques
est le grand nombre d’étapes de préparation, ce qui rallonge la durée du préléevement

au cours duquel les ARN peuvent étre dégradés.

69




Introduction générale - Etudes transcriptomiques de tissus phloémiens ou de plantes virosées

La microdissection associée a la capture laser étant une des techniques que j'ai
testée dans cette étude, les différentes méthodes de préparation des échantillons

seront détaillées dans le Chapitre 1 des Résultats (I.1).

d. Préparation de protoplastes et tri par FACS (Fluorescent activated cell

sorting)

Contrairement au tri de cellules animales, le tri par FACS des cellules végétales

nécessite une étape supplémentaire puisqu’il faut se débarrasser de la paroi
cellulaire. La préparation de protoplastes est donc nécessaire. Un petit nombre
d’études transcriptomiques ont été effectuées avec des cellules isolées par cette
méthode. Ainsi Birnbaum et al. (2003), Gifford et al. (2008), Bargmann and Birnbaum
(2009) ont étudié le transcriptome de différents types cellulaires de racines d’A.
thaliana en utilisant des plantes transgéniques exprimant la protéine GFP sous le
contrdle de promoteurs tissu-spécifiques.

La principale critique de cette technique est que 'on connait mal I'effet de la
préparation de protoplastes du tri cellulaire sur le transcriptome. En effet, il est
probable que certains genes répondent a ces traitements.

Cette méthode a néanmoins été utilisée pour notre étude puisque nous
recherchons un différentiel d’expression entre deux échantillons traités dans les
mémes conditions. Les changements d’expression dus a la technique ne devraient
donc pas se retrouvés dans nos analyses. Cette technique est détaillée dans le

Chapitre 1 des Résultats (I.2).

2. Etudes transcriptomiques de tissus phloémiens d’A. thaliana

Une grande majorité des transcrits présents dans les cellules du phloeme, que
ce soit dans la seéve élaborée ou dans les cellules directement, est aussi présente dans
d’autres cellules (Le Hir et al, 2008). Peu de geénes possédent une signature
strictement phloémienne, mais on retrouve quelques centaines de genes
préférentiellement exprimés ou réprimés dans ces cellules (Birnbaum et al.,, 2003,

Zhao et al., 2005).
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A
Translatome Translatome CC
CC racines: 189 291 507 parties
480 aériennes: 798
B C
Tra.nslatome CcC Transcriptome
532 323 157 parties ;\ggennes: 509 129 186 phlofeme parties
aériennes: 402
45 (Zhao et al.,
115 42 2005)
Transcriptome Translatome Transcriptome
protoplastes CC CC racines: 1089 phloeme parties
racines: 855 480 aériennes: 1291
(Brady et al., (Deeken et al.,
2007) 2008)

Figure 19 : Comparaisons entre différentes études transcriptomiques de cellules compagnes de
racines et de parties aériennes d'A. thaliana, d’aprés Mustroph et al. (2009b). (A) Comparaison
entre les translatomes des CC de racines et des parties aériennes (Mustroph et al, 2009b). (B)
Comparaison entre le translatome de CC de racines et le transcriptome de ce méme type cellulaire
obtenu par Brady et al. (2007). (C) Comparaison entre le translatome de CC des parties aériennes et le
transcriptome de CC des hypocotyles obtenu par Zhao et al. (2005).

Dans leur étude, Mustroph et al. (2009b) ont comparé les « translatomes »
obtenus par immunoprécipitation de sous-unités ribosomales, de différents types
cellulaires, notamment ceux de cellules compagnes isolées a partir de racines ou des
parties aériennes de plants d’Arabidopsis thaliana. Aprés l'analyse par puces
(microarrays Affymetrix), ils détectent 480 genes différentiellement exprimés dans
les CC de racines, 798 dans celles des parties aériennes et 291 communs entre ces
deux parties de la plante (Figure 19A). En comparant le « translatome » de CC de
racines aux données transcriptomiques de Brady et al. (2007) issues de protoplastes
de ces mémes cellules, triés par FACS, 323 dérégulations communes ont été mises en
évidence (Figure 19B). Elles concernent des génes impliqués dans la réponse a divers
stress, dans l'activité de transporteurs ou celle de facteurs de transcription. Pour
compléter leur étude, Mustroph et al. (2009b) ont comparé le «translatome » de
cellules compagnes des parties aériennes aux données transcriptomiques de Zhao et
al. (2005) issues de cellules compagnes d’hypocotyles (402 transcrits) et trouvent
174 dérégulations communes (Figure 19C). La encore, on constate des genes
impliqués dans la réponse a différents stress, des facteurs de transcription et des

transporteurs. Enfin, la comparaison de leurs données avec le transcriptome de séve
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extraite du phloeme par Deeken et al. (2008) identifie 78 dérégulations communes, ce
qui suggere que certains messagers produits dans les CC peuvent passer dans les TC
pour se déplacer dans la seve élaborée. Cette hypothese est d’ailleurs démontrée par
Deeken et al. (2008) en comparant les transcriptomes obtenus a partir de la seve
élaborée (2417 transcrits) et des tissus vasculaires microdisséqués (1291 transcrits)
avec une banque d’ADNc de protoplastes de CC triés manuellement (444 transcrits)
par Ivashikina et al. (2003). 114 transcrits sont communs a ces trois populations
d’ARN (Figure 20). Environ 2/3 des transcrits présents dans les tissus vasculaires
microdisséqués (714 + 114 transcrits sur 1291) sont aussi retrouvés dans la seve
phloémienne. Tous les ARNm synthétisés dans les CC ne sont donc pas mobiles. Ceci
peut s’expliquer par leur incapacité a passer dans les TC, du fait de leur liaison a des
protéines chaperonnes qui les retiennent dans les CC, ou par une durée de vie tres

courte.

Figure 20 : D’apres Deeken et al.
(2008), comparaison entre des
Transcriptome séve études transcriptomiques de
1499 élaboree: 2417 cellules phloémiennes
microdisséquées, de seve
90 714 élaborée et de protoplastes de CC
114 triés manuellement (Ivashikina et
al, 2003). La banque d’ADNc
210 30 430 représente 444  trancrits, le
transcriptome de séve élaboré 2417
et celui des tissus vasculaires
microdisséqués, 1291.

Banque d’ADNc Transcriptome tissus
de protoplastes de vasculaires
CC: 444 microdisséqués: 1291

Certains processus ou fonctions sont communément trouvés dans ces
différentes études transcriptomiques de cellules et de seve phloémienne. La plupart
de ces transcrits ne sont pas spécifiques au phloéme mais sont particulierement
enrichis dans ce tissu. Ainsi comme le détaillent Le Hir et al. (2008) dans leur revue,
on retrouve souvent dans le phloéme des éléments impliqués dans les processus de
transcription et de traduction, des composants de la paroi cellulaire et du
cytosquelette, des molécules impliquées dans la voie de signalisation de 'auxine, dans
les processus de mort cellulaire, de réponse aux stress, de photosynthese ou de

potentiel redox.
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La partie qui va suivre récapitule les familles de genes exprimés dans les tissus
phloémiens et impliqués dans certaines fonctions biologiques.

- Transcription-traduction

On retrouve des genes de plusieurs sous-familles de facteurs de transcription
dont certaines sont spécifiques aux plantes (Riechmann et al., 2000), comme des
protéines WRKY (Mustroph et al, 2009b), TGA-bZIP (Basic Leucine
Zipper)(Ivashikina et al.,, 2003, Deeken et al., 2008, Mustroph et al., 2009b) ou bien
encore MYB (Myeloblastosis) comprenant les protéines APL (Altered phloem
development), les protéines Dof (DNA binding with one finger)(Birnbaum et al., 2003,
Zhao et al,, 2005, Mustroph et al., 2009b) et les protéines NAM (No apical meristem)
(Zhao et al.,, 2005). D’apres Le Hir and Bellini (2013), tous les genes codant pour les
facteurs de transcription appartenant a la famille Dof pourraient étre exprimés dans
les tissus vasculaires et servir de molécules-signal pour permettre une
communication a longue distance. Ivashikina et al. (2003) ont également identifié des
transcrits codant pour des facteurs de la transcription et de la traduction comme les
polymérases, hélicases, histones ou protéines ribosomiques.

- Paroi cellulaire

De nombreux transcrits impliqués dans la synthése et le renouvellement de la
paroi cellulaire d’A. thaliana ont été identifiés (Ivashikina et al., 2003, Birnbaum et al.,
2003, Zhao et al.,, 2005, Deeken et al., 2008), ainsi que des transcrits impliqués dans la
synthese de la callose (Zhao et al., 2005). Constituant de la paroi, notamment au
niveau des plaques criblées des TC, la callose peut boucher les pores afin de bloquer
la circulation phloémienne.

- Cytosquelette et trafic subcellulaire

Dans les différentes études effectuées sur le transcriptome d’A. thaliana,
plusieurs transcrits codant pour des éléments constituant le cytosquelette, des
protéines associées ou des éléments de régulation du mouvement intracellulaire ont
été détectées. Ainsi par exemple, sont présents des transcrits codant pour des
facteurs de dépolymérisation de l'actine, des tubulines, des MAPs (microtubule-
associated proteins), des dynéines et des myosines (Ivashikina et al., 2003, Zhao et al.,
2005). Ivashikina et al. (2003) ont également identifié des ARNm codant pour des

protéines SNARE (soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment receptor
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proteins) et pour des protéines ABP1 (auxin binding protein) qui sont spécifiques des
CC. Les protéines SNARE et ABP1 interviennent dans le mouvement intracellulaire.

- Réponse aux stress

Sans surprise, le phloeme est une voie de propagation et/ou d’amplification de
signaux de stress produits par la plante en réponse a une situation anormale. Méme
s'il peut étre compliqué de différencier les transcrits produits suite a un stress
« naturel » de ceux produits par la manipulation en elle-méme, on retrouve dans
toutes les études des cellules phloémiennes, des transcrits correspondant a des
protéines connues pour étre produites en cas de stress comme des myrosinases, des
lectines, des jacalines, mais aussi toutes sortes de HSP (heat shock protein), de
protéines PR (pathogenesis-related), de protéases (Ivashikina et al., 2003, Birnbaum
et al, 2003, Deeken et al, 2008). Des transcrits codant pour certains stress
particuliers sont aussi identifiés dans plusieurs études, comme des enzymes
impliquées dans le stress oxydatif, comme par exemple la superoxyde-dismutase
(Ivashikina et al., 2003, Birnbaum et al., 2003, Zhao et al., 2005).

— Photosynthése

Le mécanisme de photosynthése est aussi bien représenté parmi les geénes
identifiés dans les études transcriptomiques des cellules phloémiennes et de seve.
Des transcrits de constituants du photosysteme I et du photosysteme II, mais aussi la
RuBisCO (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase) ont été détectés dans le
transcriptomes des CC d’A. thaliana et dans la seve phloémienne (Ivashikina et al,
2003, Deeken et al., 2008).

- Potentiel d’'oxydo-réduction

Beaucoup de transcrits codant pour des protéines intervenant dans la
régulation du potentiel d’oxydo-réduction comme des thioredoxines, des
glutaredoxines (Mustroph et al, 2009b) ou encore la superoxyde dismutase
(Ivashikina et al., 2003) sont également présentes dans le transcriptome des cellules
phloémiennes.

- Mort cellulaire

Ces études ont également mise en évidence des genes participant au processus
de mort cellulaire. On peut ainsi détecter des transcrits des inhibiteurs de protéases

(Ivashikina et al., 2003, Birnbaum et al., 2003, Zhao et al., 2005) qui permettraient le
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contrdle de I'autophagie lors de la différentiation des TC (Petzold et al,, 2012) mais
aussi des constituants du protéasome (Deeken et al., 2008, Mustroph et al., 2009b).
- Hormones:

Le phloeme constitue également la voie royale pour la distribution des
hormones et différents acteurs de leur voie de signalisation d’étre distribués dans la
plante entiere. Mustroph et al. (2009b) ont quant a eux identifié des transcrits
impliqués dans la réponse aux hormones. Ainsi Zhao et al. (2005) mais aussi Deeken
et al. (2008) ont identifié des transcrits codant pour des facteurs participant a la voie
de signalisation de l'auxine:des protéines ARF (auxin response factors) et des
facteurs de transcription. Deeken et al. (2008) ont aussi détecté des transcrits des
voies de biosyntheése de l'auxine, de l'acide gibbérellique et de cytokinine dans
I'exsudat de phloéme d’A. thaliana et Ivashikina et al. (2003), des transcrits
d’éléments impliqués dans les voies de signalisation de l'acide gibbérellique et de

I'éthyléne.

Les résultats des études transcriptomiques des cellules phloémiennes d’A.
thaliana different d’'une étude a I'autre, malgré certains éléments impliqués dans des
fonctions communes. Ceci peut étre dii a la méthode employée pour effectuer ces
analyses. Ainsi, lorsque l'on étudie le « translatome » de certaines cellules (Mustroph
et al.,, 2009b), ce ne sont que les ARN liés aux ribosomes que I'on identifie. Ces ARN ne
sont pas nécessairement les mémes que ceux qui circulent dans la seve (Deeken et al.,
2008), ou que ceux présents spécifiquement dans des protoplastes (Brady et al,,
2007), ou des cellules microdisséquées. Dans toutes ces méthodes, on ne sélectionne
pas le méme « pool » d’ARN. Les autres facteurs qui peuvent modifier des résultats de
transcriptomiques sont les conditions de croissance des plantes étudiées. Ainsi,
beaucoup de parametres de culture ou de croissance peuvent provoquer 'activation
ou la répression de la transcription de certains genes, comme l'dge ou le stade de
développement de la plante, le temps de récolte et les traitements subis par les
plantes ou les échantillons. La encore, le profil des transcrits obtenu est donc

directement lié aux événements auxquels est exposée la plante.
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II. Analyses différentielles entre plantes virosées et saines

Généralement, les plantes répondent aux différents pathogenes qu’elles
rencontrent en activant des voies de défense comme celles de I'acide salicylique, de
'acide jasmonique ou bien encore de I'éthyléne. En particulier, I'infection par les virus
a ARN activerait principalement la voie de I'acide salicylique chez leur héte (Whitham
et al., 2006). Certains genes ont d’ailleurs été identifiés comme marqueurs de cette
voie, comme les génes PR1, PR2 et PR5 (Pieterse & Van Loon, 2004). C’est ce qu’ont
démontré Whitham et al. (2003) apres avoir analysé par puces « microarrays », des
ARN extraits de feuilles d’A. thaliana inoculées par cinq virus appartenant a des
familles différentes (CMV, ORMV, PVX, TVCV et TuMV) a différents temps post-
inoculation. 114 génes se sont montrés induits pour les 5 virus a au moins un temps,
dans les plantes infectées, par rapport a une plante saine. Un tiers de ces génes sont
impliqués dans des mécanismes de réponse aux stress ou de défense de la plante
comme, par exemple, les genes PR1, PR5, PAD3 et PAD4. De nombreux geénes codant
pour des « Heat Shock Proteins » comme HSP83, HSP70, HSP17.6A ou HSP17.4 sont
aussi induits par l'infection de ces 5 virus. On remarque néanmoins selon le type de
virus considéré, un délai de réponse de la plante pour I'expression de ces génes. En
effet, les tobamovirus (ORMV et TVCV) induisent une réponse plus rapide et plus
spécifique, alors que les autres virus ne déclenchent de réaction qu’a des temps plus

tardifs.

Trois études transcriptomiques menées avec des Potyvirus, le TuMV, le PPV et
le TEV (Yang et al., 2007, Babu et al., 2008, Agudelo-Romero et al., 2008) ont mis en
évidence un enrichissement en genes impliqués dans la réponse aux stress et dans la
signalisation cellulaire. Postnikova and Nemchinov (2012a) ont comparé les données
d’'un grand nombre d’études transcriptomiques d’A. thaliana infectés par divers
pathogeénes (virus, champignons, bactéries) dont certaines portaient sur 11 virus
(CaLCuV, CAMV, CMV, LMV, PPV, TCV, TEV, TMV, TRV, TuMV). Leur analyse met en
évidence 7639 genes dérégulés par 'ensemble de ces 11 virus : 69% sont uniquement
induits, 14% uniquement réprimés et 17% sont soit induits soit réprimés. Cette liste
de genes dérégulés est particulierement enrichie en génes impliqués dans le

métabolisme protéique et la réponse aux stress. Ils mettent aussi en évidence le fait
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que la majorité des changements d’expression suite a une infection virale est similaire
aux modifications provoquées par une infection par le TMV. D’autre part, les Potyvirus
(LMV et TEV) induisent des changements tres similaires dans la plante. IIs ne relevent
pas de différence notable entre virus a ARN et virus a ADN. Peu de genes sont
communs a toutes les infections mais ils identifient 198 genes tres souvent dérégulés
entre les différents virus. Ces geénes sont principalement impliqués dans les
mécanismes de défense et de catabolisme cellulaire. Rodrigo et al. (2012) ont eux
aussi étudié les transcriptomes d’A. thaliana infectés par 8 différents virus dont 7
virus a ARN (2 souches de TEV, TuMV, PPV, TMV, TRV, TCV) et un virus a ADN, le
CaLCuV. Etonnamment, ils identifient 5296 genes qui sont dérégulés par au moins un
virus, mais aucun gene commun a toutes ces différentes infections. Un seul géne est
surexprimé dans toutes les infections, mis a part celle provoquée par le PPV, il s’agit
d’'un gene codant pour une protéase impliquée dans la migration cellulaire
(AT5G10760). Pour six de ces virus, sept genes seulement sont identiques dont six
impliqués eux aussi dans la migration cellulaire et le dernier code pour la protéine
PR5.

Ces études transcriptomiques ont été réalisées sur feuilles systémiques ou sur
des protoplastes de feuilles systémiques d’A. thaliana, infectés par les divers types de
virus. Contrairement aux transcriptomes de cellules spécifiques, elles ne prennent pas
compte des spécificités d’expression des différents tissus. Elles permettent
néanmoins d’observer la réponse génétique globale de la plante face a une infection
virale et d’analyser les différences selon le virus pris en compte.

Les résultats de ces études transcriptomiques seront comparés ultérieurement
aux données obtenues dans notre étude transcriptomique de CC infectées (Chapitre 1

des Résultats).
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Résultats

Chapitre 1 : Etudes transcriptomiques de cellules
compagnes d’Arabidopsis thaliana infectés par le LMV ou le
TuYV

Le tissu phloémien étant le compartiment de la plante ou se joue le
mouvement a longue distance, il était important de pouvoir étudier les changements
d’expression des genes précisément au niveau de ce tissu. C’'est pourquoi la premiére
partie de mon projet a consisté a mettre au point une technique permettant de
prélever de maniere spécifique les cellules compagnes. L’objectif de I'étude
transcriptomique de ces cellules isolées a partir de plantes infectées par le LMV ou le
TuYV est d’identifier des génes ou processus cellulaires potentiellement impliqués
dans le mouvement viral systémique afin de mieux comprendre les mécanismes mis

en jeu.

I. Mise au point de la méthode d’isolement de cellules phloémiennes
d’Arabidopsis thaliana

Le choix d’'une méthode d’isolement des cellules phloémiennes, adaptée a
notre objectif d’étude et a nos parametres s’est posé des le début du projet. Dans un
premier temps, nous pensions utiliser la microdissection et capture laser pour isoler
nos cellules mais divers facteurs nous ont contraints a changer de technique et a
finalement privilégier le tri de protoplastes issus de plantes transgéniques exprimant
une protéine fluorescente sous le contréle d’'un promoteur cellule-spécifique. La
validité de l'efficacité de cette technique a été démontrée en recherchant par PCR
quantitative des marqueurs spécifiques des cellules compagnes dans nos échantillons

triés.
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1. Microdissection et capture laser

Afin d’isoler spécifiquement les cellules compagnes d’A. thaliana, nous avions
opté dans un premier temps pour la microdissection et capture laser. Cette
technologie nous semblait plus appropriée par rapport au type d’échantillon
considéré, de la finalité de I'’étude et du matériel disponible. Les différentes études
menées jusque-la décrivant des protocoles de préparation des échantillons et de
microdissection bien différentes, nous avons dii mettre au point un protocole pour
I'adapter a notre sujet d’étude.

La préparation des échantillons pour la microdissection comprend plusieurs
étapes cruciales car il faut trouver le bon équilibre entre le maintien de la structure
anatomique des tissus et la conservation de l'intégrité des ARN. A ce compromis il
faut ajouter un autre parametre: la force de l'adhésion de I'échantillon a micro-
disséquer sur la lame. En effet, la zone sélectionnée doit pouvoir facilement se
détacher de la lame sans pour autant arracher les tissus environnants.

Nous envisagions d’utiliser des plantes transgéniques exprimant la protéine
GFP sous le controle d’'un promoteur spécifique des cellules compagnes, le promoteur
pSUC2 (Imlau et al,, 1999) (Figure 21), afin de repérer plus facilement les cellules a
prélever, mais les premiers tests ont montré que la fluorescence de la GFP
disparaissait des échantillons au cours des différents traitements de fixation. De plus,
les fixateurs produisent pour la plupart une autofluorescence aprés excitation a 488
nm, longueur d’onde d’excitation de la GFP, qui empéche de distinguer les cellules
spécifiquement marquées avec la GFP. Les échantillons d’A. thaliana Col0 ont donc
simplement été colorés a I’éosine car les tissus vasculaires, et plus particulierement le
phloéme, forment une structure assez facilement reconnaissable sans coloration

spécifique (Figure 22).

Figure 21 : Coupes transversales d’un pétiole et d'une hampe florale d’A. thaliana pSUC2::GFP.
Observation de la fluorescence de la GFP au niveau des structures vasculaires, sur des tissus frais
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I coupés a la lame de rasoir (environ 1mm d’épaisseur) (microscopie a épifluorescence, filtre GFP). |

Cellules du xyleme

Cellules compagnes

Faisceau vasculaire

Figure 22 : Coupe transversale d’'une hampe florale d’A. thaliana, colorée a I'éosine, permettant
de distinguer les faisceaux vasculaires comportant les cellules du xyléme et du phloeme situés en
périphérie de la coupe. (Coupe au microtome, 10 um d’épaisseur, fixation EA et inclusion paraffine).

La mise au point d’'un protocole adapté a notre objectif a nécessité de réduire
au maximum la durée de chaque étape afin de limiter les risques de dégradation des
ARN. Les conditions de travail se sont déroulées autant que possible dans des
conditions « RNase free» et, a chaque parametre testé, une observation au
microscope et une analyse d’ARN a été effectuée afin de vérifier I'intégrité des

structures histologiques et des ARN.

Plusieurs parametres ont été testés pour l'optimisation de la préparation des
échantillons et ceci avant méme 'utilisation de 'appareil a microdissection:

- Le choix de I'organe de la plante a considérer, le type et I'épaisseur de coupe

Différentes parties de la plante (tiges, pétioles et feuilles) ont été coupées dans le but
d’avoir un maximum de structures reconnaissables a prélever sur une méme lame.
Apres observation au microscope, il apparait que la tige soit le meilleur candidat. En
effet, chaque coupe transversale de tige comprend une dizaine de faisceaux
vasculaires distincts, soit autant de faisceaux phloémiens; contrairement aux pétioles
et aux feuilles qui n’en contiennent qu’'un, en position centrale, facilement
reconnaissable. En coupe longitudinale, les tissus phloémiens ne sont pas réellement
reconnaissables et imbriqués dans les cellules du xyleme.

En ce qui concerne I'épaisseur de la coupe, il s’agit de récupérer un maximum de
matériel cellulaire en une capture, sachant que si la coupe est trop épaisse, la zone
sélectionnée ne sera pas prélevée sur toute son épaisseur. Différentes épaisseurs de
coupe ont été testées (entre 7 et 20 wm) et il s’avere que ce sont les coupes de 15 um

qui présentent la meilleure efficacité de préléevement.
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- La durée et le type de fixation des échantillons (résumés dans le Tableau 6

page 82)

Afin de réduire la durée de fixation tout en conservant les structures intactes,
nous avons testé trois durées différentes: une heure, deux heures et toute la nuit. Des
observations faites au microscope a épifluorescence ont permis de vérifier la
conservation des structures entre ces différents essais. Les tissus sont aussi bien
conservés apres une heure de fixation qu’apres toute une nuit, donc cette durée peut
étre réduite a une heure afin de limiter des dégradations possibles des ARN.

Par la suite, j’ai testé trois types de fixateurs chimiques et une méthode de
fixation physique. Le premier fixateur chimique testé contient un agent pontant,
permettant une fixation forte des tissus, le formaldéhyde associé a de I’éthanol et de
'acide acétique, pour déshydrater I'échantillon et fixer les acides nucléiques (fixateur
FEA: formaldéhyde/éthanol/acide acétique). Les deux autres fixateurs testés ne
contiennent pas d’agent pontant mais sont basés sur la déshydratation des tissus. Il
s’agit du fixateur «Methacarn » (Balestrini et al., 2007) contenant du méthanol, du
chloroforme, de I'acide acétique et du fixateur EA contenant de I'éthanol et de 'acide
acétique. Enfin, le dernier type de fixation testé est la cryofixation des tissus a I'azote
liquide. Cette fixation n’a été utilisée que pour des échantillons coupés au cryostat

c’est a dire a une température d’environ -20°C.

En ce qui concerne les structures histologiques, aucune différence notable n’a
été observée au microscope a épifluorescence entre les fixateurs chimiques au
grossissement qui nous intéresse pour la microdissection, donc aucun fixateur ne
peut étre privilégié aux vues de ces observations. Par contre, la cryofixation a
complétement détruit les tissus, aucune structure n’est reconnaissable apres la
fixation par le froid (Figure 23), probablement en raison de la formation de cristaux
d’eau qui ont pu faire exploser les structures végétales tres rigides. Ce probleme est
récurrent pour les tissus végétaux a cause de la présence de vacuoles remplies
principalement d’eau et qui peuvent représenter jusqu’a 90% du volume de la cellule.
Quand cette eau contenue dans les vacuoles gele, les cristaux détruisent les structures

cellulaires. Ces artéfacts peuvent étre diminués ou évités en utilisant au préalable de
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la congélation un cryoprotectant comme le saccharose, mais malheureusement cette
solution ne m’a pas donné de meilleurs résultats.
J’ai donc privilégié la fixation chimique en choisissant celle qui assurait une

meilleure conservation des ARN.

Cellules de
I'épiderme

Faisceaux vasculaires

Figure 23: Coupe transversale d’'une hampe florale d’A. thaliana, colorée a 1'éosine. Les
structures ont été détruites par la coupe au cryostat (20 um d’épaisseur) malgré une fixation EA
(éthanol/acide acétique).

La qualité des ARN est testée par un appareil de type «Bioanalyzer » (Agilent)
qui permet de séparer, par électrophorese sur puce, les différents ARN d’un
échantillon selon leur taille et leur quantité. Une éventuelle dégradation est donc
détectable. Les échantillons sont marqués avec de la cyanine 5 qui se fixe sur les
acides nucléiques et permet de visualiser la séparation des ARN en fonction des
intensités de fluorescence (exprimée en unité de fluorescence ou FU) qui permettent
de quantifier les ARN. Sur le graphique obtenu suite a I’électrophorese (Figure 24A),
on observe deux grands pics correspondant aux ARN ribosomaux, les ARN 18S et 25S
chez les végétaux, mais on peut aussi détecter les ARN ribosomaux chloroplastiques,
16S et 23S. Ces pics different selon les organismes car tous n’ont pas les mémes sous-
unités ribosomales. Le profil des pics des ARN ribosomaux permet de déterminer
I'intégrité de l'échantillon. En effet, ces ARNr sont stables et présents en grande
quantité dans toutes les cellules. Hormis ces pics et le marqueur de référence, la ligne
de base de la courbe doit étre assez basse et plane dans le cas d'un échantillon de
bonne qualité. Le rapport entre les surfaces des deux principaux pics d’ARNr permet
de calculer une valeur caractérisant la qualité des ARN. Cette valeur appelée RIN
(RNA integrity number) va de 0 a 10, 10 correspondant aux ARN de meilleure qualité.

Par exemple, sur la Figure 24A, on observe clairement les quatre pics correspondant
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aux ARN ribosomaux. La présence des ARN 16S et 23S chloroplastiques dépend du
tissu dont on a extrait les acides nucléiques. Ils ne sont retrouvés que dans les
organes photosynthétiques de la plante. Le marqueur indique des fragments d’'une
taille de 25 nucléotides. Sur la Figure 24B, on peut observer un large pic
correspondant une grande quantité d’ARN de petite taille, car ce sont ceux qui

migrent en premier. Ceci signifie que les ARN de cet échantillon sont complétement

dégradés.
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Figure 24 : Profil de migration obtenu par le bioanalyzer (Agilent) pour des échantillons d’ARN
extraits d’A. thaliana. (A) Profil d’ARN de bonne qualité montrant les 4 pics représentant les ARN
ribosomaux, dont les deux principaux, correspondant aux ARN 18S et 25S servent au calcul du RIN
(RNA integrity number) de I’échantillon. Cet échantillon a un RIN presque parfait de 9,2. Les
astérisques identifient les ARN ribosomaux chloroplastiques 16S et 23S) (B) Profil d’ARN fortement
dégradés. Le pic représente une grande majorité de petits fragments d’ARN. Cet échantillon a un RIN
de 2,2.
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Figure 25 : Résultats de ’analyse au Bioanalyzer (Agilent), des ARN extraits suite a une fixation
a l'azote liquide (A) et EA (éthanol/acide acétique) (B). FU : unité de fluorescence, M : marqueur
de taille, RIN : RNA integrity number

L’analyse de l'intégrité des ARN issus des tissus traités lors de notre test
pour choisir le meilleur fixateur pour nos échantillons montre que tous les ARN
extraits sont de bonne qualité, en particulier les ARN extraits des échantillons
cryofixés. Les meilleures conservations d’ARN concernent ces derniers ainsi que

ceux fixés par le fixateur EA (Figure 25). Des ARN issus d’échantillons fixés avec le
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fixateur EA puis imprégnés des bains de saccharose en concentration croissante
(pour éviter la formation de cristaux d’eau) ont aussi été analysés mais ils se sont
avérés dégradés.

- Le type d'imprégnation avant inclusion et le type d’inclusion (résumés dans le

Tableau 6 page 82).

J'ai testé différents solvants permettant d’inclure les échantillons dans de la
paraffine: du xyléne, de l'histoclear et de l'isopropanol. Apres inclusion dans la
paraffine, les ARN de ces échantillons extraits et testés par Bioanalyzer ont montré
des profils caractéristiques d’'une dégradation totale des ARN, ce qui ne permet pas de
conclure quant au meilleur solvant a utiliser. Cette dégradation peut s’expliquer par la
durée et la température requises pour l'inclusion dans la paraffine: 2 jours, a 60°C.
Afin de réduire cette durée d’inclusion, nous avons testé un robot qui prend en charge
I'imprégnation dans le solvant et l'inclusion (Clinique de la souris, Département
d’Histopathologie et Embryologie, [lIkirch-Graffenstaden). Celui-ci permet d’éviter les
variations intempestives de température dues au traitement manuel de la paraffine et
surtout de diminuer la durée d’inclusion a 15 heures. Malgré cette optimisation et le
gain de temps, la qualité des ARN extraits de ces échantillons ne s’est pas améliorée.
Pour finir, une inclusion dans une cire contenant notamment du PEG (polyéthyléne
glycol) a été testée car elle permet d’abaisser la température de 60°C a 38°C et de
réduire la durée d’inclusion. Cet essai n’a pas été plus concluant (Figure 26A).

Nous avons aussi testé l'inclusion dans un milieu spécifique pour la coupe au
cryostat, a -21°C. Des échantillons fixés au froid ou avec le fixateur EA ont été traités.
Les ARN extraits de ces échantillons sont de tres bonne qualité pour la fixation au
froid, beaucoup moins pour les échantillons fixés avec le fixateur EA. Mais le
probléme reste le méme que précédemment pour des échantillons cryofixés: les

tissus sont complétement détruits (Figures 26B et 23).

La mise au point de la préparation d’échantillons permettant I’extraction
d’ARN intacts provenant de zones microdisséquées n’ayant pas abouti, nous nous
sommes donc tournés vers une autre méthode de sélection des cellules compagnes

d’A. thaliana : le tri de protoplastes par FACS.
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Figure 26 : Résultats de I'analyse au Bioanalyzer (Agilent). (A) Analyse des ARN extraits avant
et apres inclusion dans du PEG. (B) Analyse des ARN extraits suite a une congélation rapide dans
I'azote liquide, précédée ou non d’une fixation chimique. A gauche: Migration sur gel. A droite: Profil
de I'électrophorese. FU : unité de fluorescence, M : marqueur de taille, RIN : RNA integrity number
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Tableau 6 : Résultats des tests
de fixation et d'inclusion des
échantillons préparés pour la
microscopie et capture laser
(LCM). FEA : formaldéhyde,
éthanol, acide acétique ; EA :
éthanol, acide acétique.
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2. Protoplastes enrichis en CC d’A. thaliana sucGFP et tri par FACS

Afin d’isoler spécifiquement les CC d’A. thaliana, nous avons opté pour le tri de
cellules exprimant de maniere spécifique la protéine GFP sous le contréle du
promoteur pSUC2. Le tri cellulaire nécessitant I'obtention de cellules isolées, il est
nécessaire au préalable d’éliminer la paroi végétale en préparant des protoplastes.
Les protocoles de préparation de protoplastes d’A. thaliana existants n’étant pas
adaptés aux cellules phloémiennes, une optimisation des techniques existantes a donc
été entreprise. En effet, a 'inverse des cellules du mésophylle ou de I'épiderme
facilement accessibles pour les enzymes de digestion, car situées en superficie de la
plante, il s’agissait de libérer des protoplastes de CC localisées plus en profondeur
dans les tissus. L’utilisation de plantes pSUC2::GFP a permis de suivre la libération
des protoplastes de CC fluorescents. Cette optimisation de protocole a permis de
relacher et de récolter beaucoup plus de CC et donc d’enrichir notre suspension de
protoplastes en cellules fluorescentes (environ 7% du total) (Figure 27). Le reste du
processus (conditions de tri et d’extraction des ARN) a également fait 'objet d'une
attention particuliére en préparant tous les tampons de maniere « RNase-free » et en
traitant tout le matériel de la méme maniére. Des tests ont été effectués prouvant le

bon fondement de ces traitements. Ce travail de mise au point a été réalisé

conjointement avec le Dr. Caren Rodriguez-Medina (INRA Colmar).

Figure 27: Suspension cellulaire de protoplastes d’A.thaliana pSUC2::GFP contenant des
protoplastes de mésophylle riches en chloroplastes autofluorescents et des petits protoplastes
de CC exprimant la GFP. Observations faites au microscope confocal.
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a. Mise au point de la préparation de protoplastes enrichis en CC

Plusieurs parametres ont été testés pour optimiser le rendement en
protoplastes de CC et ceci dans des conditions « RNase free », avec du matériel
stérilisé: type d’organe de la plante (tige, feuille ou pétiole), type d’enzyme utilisé
pour digérer la paroi végétale, durée de cette digestion, durée des centrifugations
permettant de récupérer les protoplastes souhaités (les protoplastes de CC étant
beaucoup plus petits que des protoplastes de cellules du mésophylle), nécessité d’'une
purification au sucrose. Les parametres ont été déterminés de maniere a effectuer
I'ensemble de l'expérience (préparation de protoplastes et tri par FACS) en une
journée pour limiter au maximum la reprogrammation des cellules et la dégradation
des ARN. Ces tests ont été effectués en collaboration avec le Dr. Caren Rodriguez-

Medina.

Suite a nos diverses expérimentations, nous avons choisi d’utiliser des feuilles
car le rendement en protoplastes fluorescents était meilleur. Les protoplastes ont
donc été préparés a partir de 50 feuilles issues de 15 a 20 plantes (selon le nombre de
plantes infectées), les feuilles dilacérées étant mises a digérer dans une solution
enzymatique contenant de la cellulase RS et de la pectolyase. Les feuilles choisies sont
des feuilles plutét jeunes dans leur stade de développement afin de s’assurer de
prendre des feuilles systémiques infectées, mais dont la taille est suffisante pour que
'on puisse en extraire un maximum de protoplastes. La durée optimale de digestion
est de quatre heures, c’est la durée nécessaire pour obtenir un bon rendement de
protoplastes fluorescents sans pour autant que celle-ci ne soit trop longue. La
purification par gradient de sucrose est un moyen utilisé couramment pour éliminer
un maximum de débris et de cellules mortes suite a la découpe et a la digestion. Ce
traitement n’est cependant pas adapté a la purification de protoplastes de CC, car il
entraine la perte des protoplastes fluorescents, il a donc été abandonné. Lors de nos
différents tests, il s’est avéré que le temps de centrifugation des protoplastes était un
parametre crucial a prendre en considération. En effet, un temps de centrifugation
court (comme c’est la cas pour la majorité des protocoles de préparation de
protoplastes) entraine une perte des cellules les plus petites, parmi lesquelles se
trouvent les protoplastes de CC. Des centrifugations de 15 minutes sont donc

nécessaires pour sédimenter ces protoplastes.
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b. Mise au point du tri par FACS

Les protoplastes, ainsi préparés a partir d’A. thaliana transgéniques exprimant
la protéine GFP spécifiquement dans les CC, sont ensuite triés par FACS (BD FACSDiva
™) selon la fluorescence de la protéine GFP exprimée. Des protoplastes d’A. thaliana
non transgéniques de I’écotype Col0 ont été préparés en parallele de chaque tri afin
de servir de contrdle négatif. Le but de cette mise au point est de trier une quantité
suffisante de cellules GFP (+) (exprimant la protéine GFP) pour en extraire assez
d’ARN et ce, le plus rapidement possible afin d’éviter leur dégradation. Néanmoins, un
tri trop rapide des cellules peut induire des erreurs de tri et donc des contaminations
de I’échantillon d’intérét. Afin de réduire le temps de tri de chaque échantillon, nous
avons divisé la suspension de protoplastes en plusieurs tubes et limité la durée du tri
d’'un méme échantillon a moins de 30 minutes afin de pouvoir garder les échantillons
au maximum dans la glace et donc préserver les cellules triées de l'attaque de
RNAses. De plus, la concentration cellulaire influengant l'efficacité du tri, puisqu’'un
échantillon trop concentré bouche plus facilement les tubulures et qu'un échantillon
trop dilué augmente le temps de tri, nous avons optimisé cette concentration. Chaque
suspension de protoplastes préparée a partir de 50 feuilles est donc divisée en 6

tubes de 500 ul chacun renfermant environ 4 millions de cellules au total (Figure 28).
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Figure 28 : Exemple d’analyses par FACS de suspensions de protoplastes. Ces graphiques sont
des graphiques dynamiques représentant 100 000 événements donc 100 000 éléments triés. La
colonne de droite résume en chiffres les différents criteres de tri pour éliminer les débris cellulaires,
les cellules mortes et les cellules accolées. La colonne de gauche représente le nombre d’événements
en fonction des intensités de fluorescence. Ainsi dans I’échantillon Col0 ne contenant pas de cellules
exprimant la GFP et servant donc de contrdle négatif, on observe un pic de fluorescence qui
correspond a l'autofluorescence de la chlorophylle contenue dans les protoplastes. Sur les
échantillons suivants, on remarque un deuxieme pic plus élevé correspondant a la fluorescence de la
GFP. Dans la colonne centrale, les événements sont représentés en fonction de la fluorescence servant
a déterminer le profil de population triée. Les cellules nommées GFP (-) ont été déterminées a partir
du contréle Col0 a chaque nouveau tri.
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3. Validation de I'efficacité du tri cellulaire par PCR quantitative

Afin de valider I'efficacité du tri cellulaire et de tester 'enrichissement de
notre suspension de protoplastes en cellules fluorescents GFP (+), j’ai recherché
I'abondance relative de certains ARNm connus pour étre spécifiquement exprimés
dans les CC, ou a l'inverse absent des CC. Dans cette optique, j'ai isolé par FACS des
protoplastes « GFP (+) » de 6 plantes individuelles pour estimer la reproductibilité
des résultats. Les ARN extraits de ces échantillons ont été analysés par PCR
quantitative (qPCR) et comparés a des ARN extraits de chaque échantillon avant le tri,

échantillons appelés protoplastes totaux.

Géne Fonction des protéine Références
suc2 | AT1G22710 transporteur de sucrose, SUC2 (Stadler & Sauer, 1996)
AKT2 AT4G22200 canal a potassium, AKT2 (Marten et al., 1999)
DeWi
AHA3 | AT5G57350 pompe H+/ATPase, AHA3 ( ert';g&gSSL;ssman,
Groupe 1:CC
et/ou cellules du
phloéme PP2-A1 | AT4G19840 | lectine abondante dans la séve phloémienne | (Dinant et al., 2003)
RTM1 | AT1G0O5760 protéines bloquant le mouvement a longue
distance d’un potyvirus, le Tomato etch virus | (Chisholm et al., 2001)
(TEV)
RTM2 | AT5G04890
EIN4 AT3G04580 récepteur a I'éthyléne, EIN4 (Jung et al., 2009)
Groupe 2: rotéine impliquée dans la perception des
suspension BRI1 | AT4G39400 | P piq percep (Wang et al., 2001)

. brassinostéroides
cellulaire sans CC

PIN3 AT1G70940 transporteur de I'auxine (Friml et al., 2002)

Cellules du

. LHCA6 | AT1G19150 composant du photosysteme | (Sawchuk et al., 2008)
mésophylle

Tableau 7 : Génes testés en qPCR pour valider la spécificité du tri cellulaire. Le groupe 1 réunit
des génes spécifiques des CC et des cellules phloémiennes, le groupe 2, des genes fortement exprimés
dans une suspension de cellules de mésophylle exempte de CC (Ivashikina et al., 2003) et le dernier
géne n'est exprimé dans les CC mais dans les cellules du mésophylle.
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J’ai sélectionné plusieurs geénes exprimés ou non dans certains types
cellulaires (Tableau 7). Les genes du premier groupe sont spécifiquement exprimés
dans les CC et la protéine synthétisée se retrouve dans les cellules du phloeme. Il
s’agit des genes SUC2, AKT2/3, AHA3, PP2-A1, RTM1, et RTMZ2. Les génes du deuxiéme
groupe ont été choisis d’apres les résultats d’Ivashikina et al. (2003) qui les ont
identifiés comme étant les plus exprimés dans une suspension contenant uniquement
des cellules du mésophylle, exempte de CC. Il s’agit des génes EIN4, BRI1 et PIN3.
Enfin, nous avons aussi recherché le transcrit du géne codant pour la protéine LHCA6
qui n’est exprimé que dans les cellules du mésophylle (Sawchuk et al., 2008).

Les valeurs d’expression obtenues par QPCR en temps réel ont été normalisées
par les valeurs de trois genes de référence dont I'expression reste constante durant
les différents traitements appliqués (Lilly et al, 2011). Il s’agit des genes GADPH
(AT1G13440), AT4G26410 et TIP41-like (AT4G34270).

D’une facon générale, les six génes spécifiques des CC sont surexprimés dans
les échantillons de cellules triées (Figure 29). Cependant il faut également noter une
certaine variabilité entre plantes dans I’expression de ces genes, allant par exemple
pour le gene AHA3, d’un facteur 2 a un facteur supérieur a 10 dans les échantillons de
protoplastes GFP (+). L’expression des genes codant pour les transporteurs
spécifiques des CC (SUC2, AKT2 et AHA3) est nettement plus forte dans les
échantillons de protoplastes triés GFP+ que dans les échantillons de protoplastes non
triés. On observe notamment un enrichissement moyen en messagers du gene SUC2
de 7,8 fois dans les protoplastes triés GFP (+), de 5 fois pour le gene AHA3 et de 4,7
fois pour le géne AKTZ. Les ARN messagers du gene PP2-A1 sont également 3,9 fois
plus abondants. Pour les génes RTM1 et RTMZ2, 'augmentation de I'expression des
genes est plus variable et moins forte mais elle est cependant bien réelle. Ainsi en
moyenne, on retrouve 2,8 fois plus de transcrits du gene RTM1 et 1,8 fois plus pour le
géne RTMZ2 dans les protoplastes triés que dans la suspension protoplastique totale.
Cependant il faut noter une forte variabilité dans le cas du géne RTMZ puisque la
moitié des plantes ne montrent pas de surexpression du gene en question. Par
exemple, on retrouve dans les plantes 3, 4 et 6 une augmentation de I'expression du
gene alors que les plantes 2 et 5 ne montrent pas de variation significative avec

I’échantillon de protoplastes totaux, et la plante 1 présente méme une légere
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diminution de I'expression de RTMZ, ce qui est en contradiction avec ce que l'on

devrait trouver.

15 —SUC2

I
11l

| AKT2

|AHA3

1

] — ]z ] T i
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
] L IALA 6 ]
1 BRI1 L5 TETIVE PIN3
15 T 53 I
l L] 4 - A
1 . i
18 I
| : ¥ I ! .
05 - 119 : -
0 0 - 0 -
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
ILHCA6 Figure 29: Mesure de l'expression relative de génes
l marqueurs par PCR quantitative dans des échantillons de
1 protoplastes GFP+, triés par FACS par rapport a un
échantillon de protoplastes totaux, non triés. Les chiffres
de 1 a 6 indiquent les résultats obtenu pour chacune des six
] plantes. Genes exprimés dans les CC, génes majoritaires dans le
05 - _| | mésophylle, géne exprimé spécifiquement dans les cellules du
meésophylle.
@ Protoplastes totaux
0 Lo 3 4 s e () Protoplastes GFP+
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En ce qui concerne les génes identifiés par Ivashikina et al. (2003), comme
majoritairement exprimés dans les cellules du mésophylle (BRI1, PIN3 et EIN4), seul
le troisieme gene, le géne BRI1 répond comme prévu. L'expression moyenne de ce
gene est significativement diminuée, puisque l'on retrouve 1,4 fois moins de
messagers dans les protoplastes triés que totaux. A I'inverse, on constate des résultats
surprenants pour les génes EIN4 et PIN3. En effet, aucune différence d’expression du
gene EIN4 n’est observée entre les protoplastes triés GFP (+) et la suspension
cellulaire totale. Par contre, on peut remarquer une surexpression significative du
geéne PIN3 dans les 6 plantes alors que I'on s’attendait a une baisse d’expression dans
les cellules triées. L’expression du gene LHCA6, qui est spécifiquement exprimé dans
les cellules du mésophylle, est sans surprise diminuée de 1,8 fois dans les cellules

triées.

Ces résultats montrent que les échantillons de cellules triées ne contiennent
pas uniquement des cellules compagnes ou des cellules phloémiennes puisque 'on a
identifié dans nos échantillons des transcrits de genes exprimés dans le mésophylle.
On peut cependant affirmer que les suspensions de protoplastes triés sont fortement
enrichies en cellules phloémiennes, car 'accumulation d’ARNm de genes spécifiques
de ces cellules (SUC2, AHA3, AKT2, PP2-A1 et RTM1) est nettement amplifiée. En ce
qui concerne les genes précédemment identifiés comme majoritaires dans des
cellules du mésophylle (BRI1, EIN4 et PIN3), les résultats ne sont pas tranchés car ces
geénes sont tres vraisemblablement aussi exprimés dans les cellules phloémiennes.
Les données de qPCR n’étant pas présentées dans la publication d’Ivashikina et al.
(2003), il est difficile de juger. Une autre hypothese serait que ces genes, en
particulier le gene PIN3 codant pour un transporteur de I'auxine, pourraient perdre
leur spécificité d’expression lors de la préparation des protoplastes, plus longue dans

notre cas que dans les expériences publiées par Ivashikina et al. (2003).

Dans cette analyse, il aurait été plus rigoureux de comparer les échantillons de
protoplastes triés GFP (+) a des échantillons de protoplastes triés comme GFP (-)
(idéalement les cellules non sélectionnées lors du tri par FACS) afin d’avoir des
résultats plus significatifs. Plusieurs essais ont été réalisés mais les ARN extraits de

ces cellules GFP (-) se sont toujours avérés dégradés ou fortement contaminés par
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d’autres composants (débris cellulaires, cellules mortes pouvant libérer des RNases).
Nous avons donc choisi de comparer les échantillons GFP (+) avec une suspension de
protoplastes totaux, tout en sachant que la suspension totale contient aussi des
cellules phloémiennes et que les différences d’expression de certains genes peuvent
donc étre atténuées. De plus, la préparation de protoplastes a été optimisée pour
isoler les cellules phloémienne et a donc pu entrainer la perte de certaines autres
cellules. En conclusion, la technique du FACS associée aux protoplastes a permis un
enrichissement notable en cellules phloémiennes dans nos échantillons plutét qu'un
tri sélectif rigoureux. Un autre point important peut étre tiré de cette expérience :
quelque soit le géne analysé, on constate une variabilité importante entre plantes,
variabilité qui de plus est, observée au niveau des genes: une méme plante peut
présenter une expression élevée de certains genes spécifiques aux CC, alors que
d’autres genes, eux aussi spécifiques des CC, ne varieront pas. Ces résultats justifient
donc pleinement le fait de regrouper les échantillons, a savoir les plantes dans nos

expériences futures, afin de lisser ces variations intrinseques.
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II. Etude transcriptomique de cellules compagnes infectées par le
LMV ou par le TuYV

1. Introduction

a. Description de 'expérience biologique

Prélévement % Dilacéritions.

50 feuilles Digestion 4 heures

15 a 20 plantes

Centrifugations
et lavage

Aliquotes

Extraction
ARN

= [ e

Cellules triées GFP+
dans tampon
PCR quantitative

FACS d’extraction d’ARN

Figure 30 : Descriptif de I'expérience biologique. 50 feuilles issues de 15 a 20 plants d’A.
thaliana pSUC2::GFP ont été prélevées puis dilacérées. Apres un bain de quatre heures dans une
solution enzymatique permettant la libération de protoplastes, ceux-ci subissent plusieurs
lavages et centrifugations afin d’éliminer les débris et restes de parois. La suspension cellulaire
est ensuite aliquotée et chaque échantillon est trié par FACS qui permet la séparation des
cellules exprimant la protéine GFP des autres. Les ARN sont extraits de chaque échantillon et
apreés vérification qualitative et quantitative, ils sont utilisés pour les analyses transcriptomiques
(RNAseq, puces microarray CATMA) et pour les tests de qPCR.

Afin d’identifier les genes cellulaires spécifiquement exprimés dans les cellules
compagnes de plantes infectées par les phytovirus TuYV ou LMYV, j'ai infecté des

plants d’Arabidopsis thaliana transgéniques pSUC2::GFP (fond génétique: écotype
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C24) agés de six semaines (stade huit feuilles). Les deux virus étant inoculés de
maniere différente, un contréle négatif spécifique était nécessaire pour chacun
d’entre eux. Pour 20 plantes infectées, 20 plantes contrdles ont été utilisées pour
chaque virus. Ainsi le LMV a été inoculé mécaniquement a partir d’'un broyat de
feuilles de laitue infectées par l'isolat de LMV AFVAR1 qui contourne les résistances
RTM présentes chez A. thaliana C24 (Decroocq et al., 2009). Les plantes controles (T-)
ont été traitées seulement avec du tampon de broyage. Le TuYV a été transmis par
agro-infiltration en utilisant le clone pBIN BWy (Leiser et al., 1992). Comme contréle
négatif, j’ai agro-infiltré les bactéries portant le vecteur binaire pBIN61 vide. 22 jours
apres inoculation, les plantes ont été testées par immuno-empreintes de pétioles en
utilisant des anticorps spécifiques des protéines de capside de chaque virus (Figure

31). Dans certaines expériences, l'infection a été confirmée par PCR apres rétro-

transcription de séquences virales (Figure 32).

Figure 31 : Immuno-empreintes de pétioles d’A.thaliana infectés par le LMV ou le TuYV (feuilles
systémiques). (A) Pétiole non-infecté. (B) Pétiole de plante infectée par le LMV. Marquage avec un
anticorps reconnaissant la CP du LMV, couplé a la peroxydase. Le LMV est présent dans tous les tissus.
(C) Pétiole de plante infectée par le TuYV. Marquage avec un anticorps reconnaissant la protéine RT du
TuYV, couplé a la phosphatase alcaline. Le TuYV est localisé au niveau des faisceaux vasculaires.

Figure 32 : Contréle par PCR suite a une retro-transcription des ARN, de I'infection dans les
protoplastes triés. (1) Contrdle positif de PCR pour le LMV (2) Protoplastes de CC triés, contrdle
négatif LMV (3) Protoplastes de CC triés infectés par le LMV (4) Controdle positif de PCR pour le TuYV
(5) Protoplastes de CC triés, contrdle négatif TuYV (6) Protoplastes de CC triés infectés par le TuYV

Le délai de trois semaines est nécessaire pour permettre la mise en place de

I'infection dans les feuilles systémiques, mais également pour obtenir des rosettes
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suffisamment développées, a partir desquelles les protoplastes peuvent étre isolés.
Pour s’affranchir de la variabilité entre plantes, des feuilles de toutes les plantes
infectées ou témoin ont été récoltées pour la suite de I'expérience. Pour chaque
condition, 50 jeunes feuilles (d’environ 1,5 cm) prélevées sur 15 a 20 plantes (soit
deux a trois feuilles par plante) ont servi a la préparation des protoplastes qui seront
triés par FACS le méme jour. Cette suspension cellulaire a été divisée en plusieurs
tubes (cing ou six tubes) pour écourter le temps de manipulation de I’échantillon et
donc préserver au maximum l'intégrité des cellules. Un échantillon de protoplastes
provenant de plantes Col0 non transgéniques et non traitées a été préparé en
parallele afin de servir de controle négatif lors du tri de cellules exprimant la protéine
GFP (Figure 28). Apres extraction des ARN de ces échantillons triés, leur qualité a été
vérifiée par Bioanalyzer (Figure 33). Le RIN n’étant pas un parametre de choix
suffisant (en particulier pour des échantillons issus de plantes a cause des ARN
ribosomaux supplémentaires), les ARN ont aussi été sélectionnés selon I'allure

générale de la courbe obtenue par le Bioanalyzer.

[FU] LMV RIN: 6,2| [[FU] T RIN: 5,3
20 .
20— /L h J\H\ 10 M’
[U /R LR Ly
O_J\\_,_Aﬁ—'—n_ﬂ_fl L"‘ \,,__m—‘— 0—— JVNJJ
T T T T T T T T 1T — T T T T T T T T 1
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65[s] 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65[s]
[FU] T- LMV RIN: 6,9 [FY] pBIN vid RIN: 5,7
40— ( “
H 20 ” J}
20 l \ ; ]\J\ '11
o Hfﬂ—‘*ﬂm“ VAR - IUJM% jJ \
T T T T T T T T T T | | | | | | | | | |
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Figure 33 : Exemple de profils (Bioanalyzer) des ARN extraits de protoplastes de CC (expérience
Exp1). Ces échantillons d’ARN présentent des profils dont la qualité est tres correcte (RIN autour entre
5,3 et 6,5), mise a part une légere dégradation dans I’échantillon du TuYV.

J’ai également vérifié par gPCR (PCR en temps réelle permettant de quantifier
I'expression d’'un geéne), I'accumulation des messagers de la protéine GFP dans les
échantillons triés par rapport aux échantillons totaux (Figure 34). Plusieurs

expériences d’'infection ont été réalisées tant la quantité et la qualité des ARN obtenus
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se sont avérés assez variables. Au final, les ARN provenant de six expériences

d’infection ont été utilisés au cours de cette étude, quatre ont été analysés par les

techniques a haut débit, soit par séquencage a haut-débit (Illumina), soit par

hybridation de puces CATMA (Tableau 8). Mais seules deux expériences ont pu étre

analysées en parallele par les deux technologies (Exp1 et Exp3). En effet, en raison de

quantités limitantes d’ARN de qualité (RIN>5,5), la seconde expérience (Exp2) n’a été

analysée que par séquencage a haut-débit et I'expérience (Exp4) que par puces

CATMA. Les ARN des expériences Exp5 et Exp6, dont la qualité n’était pas assez

élévée pour les techniques plus pointues de RNAseq et d’hybridation sur puces, ont

servi pour la validation par qPCR des dérégulations de certains genes identifiés par

les analyses transcriptomiques.

15
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5

0 —
Non

triés

TuYV

Exp1l

Exp3  Exp4

Exp5

Exp6

pBIN vide

0 = O'GFP
Non Expl Exp3 Exp4 Exp5 Exp6
triés

Figure 34: Exemple des variations du taux d’expression de 'ARNm de la GFP dans les
échantillons de protoplastes de CC triés pour le TuYV et son témoin. Les taux d’expression des
messagers sont normalisés par rapport a ’échantillon de protoplastes non triés.

Q;Zr;{tli\fé Mogleﬁne RNAseq Clj\l'lrc]\e/[SA PCR Tableau 8 : Récapitulatif
quantitative | ge Ja qualité et de la
LMV 194 g 65 4 v v quantité des ARN
Expl T 24,7 g 6.3 extraits pour les six
pBTI;i\:de 1;2 ﬁi ::Z -~ v v expéri\ences réalisées B
LMV 45 g 6.4 / (Exp1 a Exp6). La' quantite
T- 16 ug 4,9 totale d’ARN représente la
B2 TuyVv 9 ug 59 , somme des ARN extraits
pBIN vide 2,1pg 7,1 des 5 ou 6 tubes
LMy 224 ug 56 v v v d’échantillons et le RIN
Exp3 TI\_(V ;g'z ﬁi :’g mentionné ici est le RIN
: - v v v moyen de ces 5 ou 6 tubes.
pBIN vide 48,9 ug +8 »: utilisation réalisée pour
Lr_ v 182'46uugg g'z v chaqu{e répéti’tion, *les
Exp4 TaYV 6.4 g 48 données de séquencage de
pBIN vide 8,9 ug 48 ’ d I'échantillon pBIN vide
LMV 6,3 g 5.2 ) étant partielles, cette
T- 16,5 ug 2,9 expérience n'a donc pas pu
ExpS TuYV 13,8 ug 44 étre prise en compte pour
pBINvide 39,5 ug 4,1 Y le TuYV.
LMV 22,8 ug 4,6
Exp6 T- 22,1 g 2,2
TuYV 16,2 pg 3,7 ,
pBIN vide 29,4 ug 4,1

100




Résultats - Etudes transcriptomiques de cellules compagnes d’Arabidopsis thaliana infectés par le LMV ou le TuYV

b. Séquencage a haut-débit

Le séquencage a haut-débit a été réalisé par la plateforme « Biopuces et
Séquencage » de l'Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire
(IGBMC, Illkirch-Graffenstaden). C’est la technologie Illumina HiSeq 2500 qui a été
utilisée, en séquencant des fragments de 54 pb sur un seul brin (single-end). La
technologie de multiplexage (marquage de chaque échantillon par des adaptateurs
différents permettant le séquencgage de plusieurs échantillons sur une méme ligne)
n'étant pas encore disponible a I'IGBMC, chaque échantillon a été traité

individuellement, d’ou le nombre tres élevé de lectures ou « reads » (Tableau 9).

La premiére étape précédant le séquengage a haut débit est la construction
d’'une banque d’ADNc, a partir d’ARN polyadénylés, sélectionnés sur une colonne
d’oligo dT. Aprés fragmentation et transcription inverse, des adaptateurs spécifiques
sont ligués a chaque extrémité de ces fragments d’ADNc. Ils sont ensuite déposés au
niveau d’une « piste », sur une « lame de séquencgage » appelée « flowcell » recouverte
d’amorces spécifiques complémentaires aux adaptateurs qui ont été ajoutés aux
fragments d’ADNc. L’amplification «en pont» par PCR et le séquencage de ces
fragments se font au niveau de « clusters » isolés sur la lame. Le séquencage est
réalisé par incorporation de bases modifiées, marquées par des fluorochromes
différents.

Des analyses qualitatives du séquencage ont été effectuées pour s’assurer de la
bonne répartition des nucléotides au cours des différents cycles et du taux d’erreur
de cette incorporation. Un exemple de cette analyse qualité est présenté dans la Figure

35.

Figure 35: Exemple de contréle
qualité de I'échantillon LMV de
I'expérience Exp2 analysé par
RNAseq. (A) Scores de qualité
« phred » le long de la séquence des
«reads » permettant d’évaluer le
taux d’erreurs au fur et a mesure des
cycles. (B) Répartition des différents
nucléotides le long de la séquence
des « reads ».

A® ?3]nc:tcr[mﬂxmmﬂ44?ﬂFFFFfFFH¥ﬂIﬁﬁﬂﬂjr B :

0
% of each base
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Les séquences obtenues, ou « reads», ont ensuite été alignées sur le génome de
référence d’A. thaliana (TAIR10) en utilisant les logiciels d’alignement Tophat v1.3.1
(Trapnell et al, 2009) et Bowtie v.0.12.7 aligner (Benjamini et al, 2001). Les
« reads » correspondant a la séquence nucléotidique du LMV ont été écartés avant
'alignement (dans les échantillons concernés) car ce virus possede, contrairement au

TuYV, une queue polyA en 3’ de son génome et a donc été amplifié et séquencé en

méme temps que les transcrits de la plante.

Le Tableau 9 récapitule les résultats globaux du séquencgage : le nombre de
reads, le pourcentage d’alignement des reads sur le génome de référence et la
proportion de reads uniques obtenus. Les pourcentages d’alignement sont bons
puisqu'’ils recouvrent pour la plupart plus de 90 % du génome de référence, sauf pour
’échantillon pBINvidel ou les reads uniques ne recouvrent que 10,97 % du génome.
Seule une petite partie du génome est donc représentée dans cet échantillon. Cette
valeur anormale peut s’expliquer par une dégradation de I’échantillon d’ARN avant la
construction de la banque. Je ne considérerai donc pas par la suite cette expérience

(Exp1) pour le TuYV.

P tage d d
Echantillons Nombre de reads Pourcent'age’de ourcsen age . ¢ r’ea s
reads alignés uniques alignés
LMV1 27 740 866 89,86% 87,38%
T-1 20 754 589 90,84% 88,17%
Expl
Tuyvi 21405 013 91,25% 88,02 %
pBINvidel 24792291 95,16% 10,97 %
LMV2 26333431 92,14% 85,37%
T2 27 662 832 91,16% 86,09%
Exp2
TuyYv2 20176 649 89,62% 84,63%
pBINvide2 26824129 90% 81,09%
LMV3 29124974 93,35% 89,61%
T3 28734278 93,39% 90,58%
Exp3
TuYv3 29912304 93,39% 90,29%
pBINvide3 31019 989 95,22% 90,13%
Tableau 9 : Résultats globaux des analyses de RNAseq des trois
exprériences Expl, Exp2 et Exp3: nombre de "read" obtenus pour
chaque échantillon et taux de couverture du génome.

Le logiciel Cufflinks v0.9.3 (Trapnell et al., 2010) a été utilisé pour 'analyse de

la quantification de I'expression génétique. La comparaison du taux d’expression a été

102



Résultats - Etudes transcriptomiques de cellules compagnes d’Arabidopsis thaliana infectés par le LMV ou le TuYV

effectuée selon I'approche proposée par Anders and Huber (2010) et validée par la
méthode statistique du False Discovery Rate (FDR) de Benjamini et al. (2001). Pour
nos analyses, je n’ai considéré que des différences de taux d’expression avec des

FDR< 5 %,.

c. Puces CATMA

L”hybridation de puces a été effectuée a la plateforme transcriptomique de
I'Unité de Recherche en Génomique Végétale (URGV, Evry). Les puces utilisées sont
des puces CATMA (Complete Arabidopsis Transcriptome MicroArray) version 5 (v5)
qui contiennent 34660 spots. Chaque spot est constitué d’'une sonde d’ADN double
brin (Gene-specific Sequence Tags: GST), correspondant a des fragments de genes
amplifiés par PCR et choisis pour étre les plus spécifiques possibles des genes d’A.
thaliana mais aussi de certains marqueurs de sélection, genes rapporteurs, genes
chloroplastiques et mitochondriaux, génes humains et différents contréles. Au final,
24 576 GST sont spécifiques au génome d’A. thaliana, dont 22089 génes ont été
prédits sur la base d’annotation EuGene (Schiex, 2001).

Comme précédemment, la premiere étape est la construction d’'une banque
d’ADNc, qui est marquée par deux fluorochromes : soit la cyanine Cy-3 (vert) soit la
cyanine Cy-5 (rouge). Les lames sont ensuite hybridées avec ces ADNc marqués et
I'intensité de fluorescence est mesurée pour chaque spot. Une répétition technique
d’'inversion des fluorochromes (dye-swap) est effectuée pour chaque échantillon afin
d’éliminer les biais liés au marquage. Apres analyse statistique de ces résultats de
dye-swap, on obtient des valeurs correspondant aux variations d’intensité de
fluorescence selon les conditions biologiques testées, sous la forme d'un logarithme
de base 2 ou log2 des ratios moyens de ces intensités. Ces valeurs représentent la
variation du taux d’expression pour un géne donné, entre nos deux conditions
(infectés/controle). La différence d’intensité a été validée par un T-test avec une
variance commune et une correction de Bonferroni. Je n’ai considéré que les
différences d’expression avec une p-value de Bonferroni < 0,05, quel que soit la valeur

du log2 du ratio entre les deux échantillons considérés.
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L’expression des genes marqueurs codant pour la protéine GFP et pour la
résistance a la kanamycine des échantillons étudiés a été vérifiée par la présence de

GST spécifiques a ces deux genes (Annexe 1).

d. Critéres d’analyse des données de transcriptomiques

Afin d’extraire le maximum d’informations des analyses transcriptomiques, j'ai
choisi dans un premier temps d’étudier, pour chaque technologie et pour chaque
virus, les résultats des expériences prises individuellement pour identifier les genes
dérégulés. Dans un deuxiéme temps, j’ai considéré la moyenne des valeurs obtenues
pour 'ensemble des génes afin de constituer une liste principale des génes dérégulés.
Une liste commune aux deux technologies a ensuite été compilée pour chaque virus.
C’est cette liste principale qui a servi de base aux analyses d’ontologie et au choix des

genes qui ont été analysés par qPCR.

Enfin, j’ai complété cette analyse en recherchant selon I'ontologie des familles
de genes, celles qui présentent un enrichissement notable dans les échantillons
infectés par rapport aux témoins. En philosophie, 'ontologie est une branche étudiant
les propriétés générales de ce qui existe. Par analogie, 'ontologie en informatique
consiste a regrouper des termes ou concepts selon un certain nombre d’informations.
En bioinformatique, un consortium a été créé en 2007 (Ashburner et al., 2000) afin de
structurer la description des génes présents dans I'ensemble des banques de données
et dans le cadre d’'une ontologie commune a toutes les especes. Ainsi dans le projet
« Gene Ontology » (GO) (http://www.geneontology.org), trois types de classification
ont été définis : les composants cellulaires, les fonctions moléculaires, les processus

biologiques.

L’outil d’analyse FATIGO disponible sur le site internet de Babilomics
(http://bioinfo.cipf.es/babelomicswiki/tool:fatigo) m’a permis d’évaluer
I'enrichissement en termes de GO représentés parmi les génes identifiés lors de cette
étude transcriptomique. L'enrichissement a été calculé pour chaque répétition afin
d’observer une sur-représentation de certaines familles géniques appartenant a
certains processus biologiques ou fonctions moléculaires. Etant donné le faible

nombre de génes dérégulés identifiés par RNAseq avec un FDR < 5 %, j’ai choisi
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d’augmenter le nombre de genes dérégulés en élargissant le seuil de FDR considéré a

10 % pour le calcul de 'enrichissement des échantillons seulement et ceci afin d’avoir

des résultats plus significatifs en ce qui concerne le type de processus

potentiellement impliqués dans I'infection virale dans les cellules compagnes.
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2. Etude transcriptomique de cellules compagnes de plantes infectées par le
LMV

a. Analyse par RNAseq des expériences d'infections par le LMV

e Comparaison des expériences analysées individuellement

Les ARN issus de trois expériences d’infection par le LMV ont été analysées par
séquencage a haut débit (Exp1, Exp2 et Exp3) mais seules deux d’entre elles ont aussi
été analysées par puces CATMA (Expl et Exp3). Chaque répétition en RNAseq a mis
en évidence respectivement 161, 191 et 70 dérégulations de genes dans les CC
infectées par le LMV (Figure 36A), 31 sont communes aux expériences Exp1 et Exp2,
sept aux expériences Exp1 et Exp3 et sept aux expériences Exp2 et Exp3. Aucun géne
n’a été retrouvé dérégulé dans les trois essais a la fois. La majorité des dérégulations

observées dans les trois expériences sont des surexpressions de genes.

Le faible nombre de genes dérégulés partagés entre les différentes répétitions
traduit un manque de reproductibilité. La raison principale de ces variations est sans
aucun doute la durée de I'expérience. En effet, il est difficile de contréler de maniere
stricte les conditions de culture des plantes pendant les 4 semaines d’infection
(infestation possible par certains parasites, irrégularité des arrosages, problemes
techniques au niveau de I'éclairage ou de la température). Par ailleurs, le nombre
d’étapes critiques (infection, préparation de protoplastes, tri cellulaire) est important,

ce qui augmente encore I'impact sur la variabilité possible des résultats.

e Analyse de la moyenne des valeurs obtenues lors des expériences de
RNAseq

Malgré la variabilité importante entre les répétitions biologiques, j’ai choisi de
considérer les moyennes des valeurs de dérégulations (log2ratio infectées/saines)
des trois expériences qui présentent des FDR < 5 % et de traiter ces expériences en
triplicat biologique. Cette méthode d’analyse statistique a permis de mettre en
évidence 58 dérégulations de génes dans les CC de plantes infectées par le LMV dont
40 surexpressions et 18 répressions (Figure 36C). Ces génes sont listés dans le

Tableau 10 appelé LMVseq.
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Génes Description T- (normalisée) | LMV (normalisée) log2FC | p-value ajustée
AT2G31018 / 84 0 -Inf 1,90E-07
AT1G32650 / 82 0 -Inf 2,47E-06
AT3G52302 / 74 0 -Inf 8,25E-06
AT2G45161 / 59 0 -Inf 8,59E-06
AT4G35589 / 44 0 -Inf 0,001267
AT2G07684 / 30 0 -Inf 0,008534
AT2G20784 / 28 0 -Inf 0,006721
AT3G45851 / 23 0 -Inf 0,041100
AT1G05220 Transmembrane protein 97, predicted 22 0 -Inf 0,029476
AT1G48598 CPUORF31 (Conserved peptide upstream ORF) 299 8 -5,18 1,85E-08
AT3G60140 DIN2 (dark inducible 2) 911 65 -3,81 1,85E-08
AT3G16670 Pollen Ole e 1 (allergen and extensin family protein) 929 8 -3,70 0,008534
AT1G73602 CPUORF32 (Conserved peptide upstream ORF) 138 11 -3,66 0,005120
AT5G64395 / 345 38 -3,18 0,001037
AT1G52400 BGL1 (beta glucosidase 18) 2586 420 -2,62 0,010044
AT1G10060 BCAT-1 (branched-chain amino acid transaminase 1) 216 35 -2,62 0,037794
AT5G24770 VSP2 (vegetative storage protein 2) 1742 295 -2,56 0,012949
AT5G46730 glycine-rich protein 1297 332 -1,97 0,029961
AT1G13340 Regulator of Vps4 activity in the MVB pathway protein, 1037 3843 1,89 0,030651
AT3G22600 | Lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin superfamily 2557 10589 2,05 0,007107
AT5G49730 ATFRO6 (ferric reduction oxidase 6) 254 1051 2,05 0,043822
AT3G57260 BGL2 (beta-1,3-glucanase 2) or PR2 405 1687 2,06 0,018617
AT3G22620 | Lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin superfamily 130 571 2,13 0,027911
AT3G60120 BGLU27 (beta glucosidase 27) 95 419 2,15 0,030749
AT5G13080 WRKY75 (WRKY DNA-binding protein 75) 476 2130 2,16 0,009607
AT1G74590 GSTU10 (glutathione S-transferase TAU 10) 167 749 2,16 0,021128
AT4G23700 ATCHX17 (cation/H+ exchanger 17) 78 354 2,18 0,047115
AT2G30770 CYP71A13 (cytochrome P450) 400 1845 2,21 0,002679
ATCG00020 PSBA (photosystem Il reaction center protein A) 1336 6584 2,30 0,005391
AT5G46050 ATPTR3 (peptide transporter 3) 52 261 2,33 0,039581
AT1G75040 PR5 (pathogenesis-related gene 5) 575 3090 2,43 0,001286
AT3G26830 PAD3 (Cytochrome P450 superfamily protein) or CYP71B15 477 2583 2,44 0,000494
AT1G24040 Acyl-CoA N-acyltransferases (NAT) superfamily protein 40 223 2,46 0,047115
ATCG00590 ORF31 electron carriers 62 349 2,49 0,045412
AT1G13520 Protein of unknown function (DUF1262) 160 951 2,57 0,001935
AT1G26380 FAD-binding Berberine family protein 892 5696 2,67 6,59E-05
AT3G18250 Putative membrane lipoprotein 32 214 2,76 0,016873
AT2G14610 PR1 (pathogenesis-related gene 1) 474 3329 2,81 9,07E-05
AT2G30750 CYP71A12 (cytochrome P450) 19 158 3,04 0,027911
AT1G06137 / 13 117 3,16 0,028455
AT3G15534 / 13 122 3,22 0,026328
ATCG00510 PSAI (photsystem | subunit 1) 16 149 3,23 0,008534
AT3G11000 DCD (Development and Cell Death) domain protein 5 84 3,94 0,016873
AT5G13181 / 7 115 4,13 0,004961
AT5G40180 / 4 75 4,41 0,005120
AT1G13480 Protein of unknown function (DUF1262) 4 88 4,53 0,005120
AT1G24735 S—adenosyl—L—methslzr;:;(;l:igl)ye;(r:loetr;tir:nethyltransferases 1 64 6,60 0,001286
AT5G42203 / 0 131 Inf 5,45E-09
AT3G48298 / 0 123 Inf 1,85E-08
AT3G26539 / 0 44 Inf 0,003154
AT1G65541 / 0 38 Inf 0,007798
AT1G18220 ATPUP9 (purine permease 9) 0 36 Inf 0,010912
AT1G07885 / 0 36 Inf 0,012371
AT5G12450 FBD-like domain family protein 0 35 Inf 0,015272
AT3G17845 / 0 33 Inf 0,017553
AT4G28088 Low temperature and salt responsive protein family 0 33 Inf 0,023161
AT2G26511 / 0 30 Inf 0,030000
AT2G36632 / 0 29 Inf 0,037794
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Tableau 10: Tableau LMVseq regroupant les génes dérégulés dans les protoplastes de CC
infectés par le LMV, identifiés par RNAseq a partir de la moyenne des valeurs des
dérégulations des 3 répétitions (58 génes). Le nombre de « reads » est indiqué pour chaque géne
pour les conditions sain et infecté. Le différentiel d’expression est indiqué par le log2ratio de ces deux
valeurs (FDR < 5%). En bleu figurent les génes qui seront testés en qPCR. Log2FC : Log2FoldChange.

b. Analyse par puces CATMA des expériences d’infections par le LMV

e Comparaison des expériences analysées individuellement

Les ARN extraits de 3 expériences d’infection ont été analysées par
hybridation sur puces CATMA (Exp1, Exp3 et Exp4), deux d‘entre elles ayant aussi été
analysées par séquencage a haut débit (Expl et Exp3). De fagon surprenante,
I'expérience Exp3 a produit un nombre de génes particuliérement élevé comparé aux
deux autres expériences (592 genes contre 183 pour 'expérience Expl et 66 pour
I'expérience Exp4) dans les CC de plantes infectés par le LMV (Figure 36A), 33 genes
sont communs uniquement aux expériences Expl et Exp3, six uniquement aux
expériences Exp1l et Exp4, 15 uniquement aux expériences Exp3 et Exp4. On retrouve
aussi huit genes communs a ces trois expériences: un gene surexprimé qui code pour
une protéine de la famille des LTP (AT3G22600) impliquée dans la réponse de la
plante aux stress et sept génes réprimés lors de l'infection. Il s’agit des geénes
identifiés dans la liste LMVtot (Annexe 2) LSUZ (AT5G24660), LSU3 (AT3G49570),
LSU4 (AT5G24655) et APR1 (AT4G04610) qui sont tous impliqués dans le métabolisme
du soufre ainsi les génes TGG1 (AT5G26000), TGG2 (AT5G25980) et CYP710A1
(AT2G34500).

Comme précédemment, cette analyse transcriptomique reflete une forte
variabilité entre les différentes répétitions biologiques. Néanmoins, et contrairement
a l'analyse par séquencage a haut débit, quelques génes communs a ces trois

répétitions ont été identifiés.

* Analyse de la moyenne des valeurs obtenues lors des expériences sur
uces CATMA

Nous avons considéré, comme pour les génes analysés par RNAseq, la
moyenne des répétitions biologiques. Cette méthode a mis en évidence 49
dérégulations lors de l'infection par le LMV, 19 surexpressions et 30 répressions

(Figure 36C). Ces dérégulations sont détaillées dans le Tableau 11 appelé LMVcat.
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Genes Description Intensité Intensité log2ratio Pvalue
LMV T-LMV (I LMV/I T-LMV)
AT5G24660 LSU2 (response to low sulfur 2) 8,65 9,87 -1,22 0,00E+0
ATCG00790 RPL16 (ribosomal protein L16) 8,86 9,79 -0,93 0,00E+0
AT1G62180 APR2 (5'-adenylylsulfate reductase 2) 8,97 9,88 -0,91 7,70E-12
AT1G31930 XLG3 (extra-large GTP-binding protein 3) 7,09 7,96 -0,87 1,69E-10
ATCG00340 PSAB 8,61 9,47 -0,86 3,70E-10
AT4G04610 APR1 (5'-adenylylsulfate reductase 1) 7,23 8,07 -0,85 1,09E-9
AT3G49570 LSU3 (response to low sulfur 3) 7,91 8,75 -0,84 1,54E-9
AT3G46230 HSP17.4 (heat shock protein 17.4) 9,94 10,72 -0,79 4,59E-8
ATCG00300 YCF9 9,75 10,52 -0,77 1,27€-7
AT5G24655 LSU4 (response to low sulfur 4) 7,45 8,19 -0,74 9,88E-7
AT5G48850 ATSDI1 (Sulphur deficiency-induced 1) 6,59 7,30 -0,70 8,37E-3
AT5G24420 PGL5 (6-phosphogluconolactonase 5) 8,42 9,11 -0,69 1,89E-5
ATCG00280 PSBC 8,22 8,90 -0,68 2,79E-5
AT4G38470 ACT-like protein tyrosine kinase family protein 7,95 8,61 -0,66 1,11E-4
ATCG00480 ATPB (ATP synthase subunit beta) 11,05 11,71 -0,65 1,45E-4
ATCG00380 RPS4 (chloroplast ribosomal protein S4) 9,29 9,94 -0,65 1,68E-4
AT2G29500 17.6 kDa class | small heat shock protein 9,16 9,81 -0,65 2,33E-4
AT5G52640 HSP81-1 (HEAT SHOCK PROTEIN 81-1) 9,50 10,11 -0,61 1,37E-3
AT3G49620 DIN11 (DARK INDUCIBLE 11) 7,11 7,72 -0,61 1,61E-3
AT4G38620 MYB4 (myb domain protein 4) 8,31 8,91 -0,59 3,23E-3
AT3G22890 APS1 (ATP sulfurylase 1) 9,83 10,40 -0,57 9,26E-3
AT4G11130 RDR2 (RNA-dependant RNA polymerase 2) 7,04 7,61 -0,57 1,03E-2
AT3G55970 JRG21 (jasmonate-regulated protein) 7,54 8,10 -0,56 1,41E-2
ATCG00800 / 8,86 9,42 -0,56 1,84E-2
ATCG00710 PSBH (photosyst Il reaction center protein H) 9,39 9,94 -0,55 2,42E-2
AT1G75270 DHAR2 (dehydroascorbate reductase 2) 7,93 8,48 -0,55 2,55E-2
AT3G56200 amino acid transporter family protein 7,20 7,75 -0,55 2,73E-2
AT2G46240 BAG6 (BCL-2-associated athanogene 6) 9,28 9,82 -0,55 3,15E-2
ATCG00040 MATK (maturase K) 7,12 7,66 -0,54 3,56E-2
AT1G75280 Isoflavone reductase-P3 7,00 7,54 -0,54 4,03E-2
AT1G14870 PCR2 (cadmium resistance protein 2) 9,54 8,99 0,55 3,08E-2
AT2G47480 / 8,49 7,93 0,56 1,74€E-2
AT5G57560 TCH4 (TOUCH 4) 8,65 8,09 0,56 1,55E-2
AT2G38170 CAX1 (Cation Exchanger 1) 8,24 7,67 0,57 1,06E-2
AT1G11610 CYP71A18 (cytochrome P450 71A18) 7,39 6,82 0,57 1,02€-2
AT5G35525 PLACS8 family protein 9,02 8,42 0,60 2,85E-3
AT4G24570 DIC2 (dicarboxylate carrier 2) 8,50 7,89 0,61 1,47E-3
AT1G26380 FAD-binding and BBE domain-containing protein 7,70 7,09 0,61 1,31E-3
AT1G74450 / 9,21 8,54 0,67 5,86E-5
AT5G03210 DIP2 (DBP-interacting protein 2) 10,99 10,32 0,67 2,89E-2
AT5G02130 NDP1 (kinesin light chain-like protein) 8,71 8,03 0,68 2,46E-2
AT5G10380 RING1 (E3 ubiquitin-protein ligase) 8,15 7,46 0,69 2,56E-5
AT1G75040 PR5 (pathogenesis-related protein 5) 7,42 6,66 0,75 4,57E-7
AT3G16770 | EBP (ethylene-responsive transcription factor RAP2-3) 8,72 7,94 0,78 8,45E-8
AT2G14610 PR1 (pathogenesis-related protein 1) 7,38 6,60 0,78 6,46E-8
AT1G14880 PCR1 (cadmium resistance protein 1) 8,72 7,91 0,82 7,56E-9
AT1G13330 AHP2 (homologous-pairing protein 2) 9,00 8,15 0,85 7,09E-10
AT5G55450 protease inhibitor/lipid tran.sfer protein (LTP) family 785 6,85 1,00 6,96E-9
protein
AT3G22600 protease inhibitor/lipi:’:cr’z:;s:er protein (LTP) family 11,29 10,04 1,26 0,00E+0

Tableau 11: Tableau LMVcat regroupant les génes dérégulés dans les protoplastes de CC
infectés par le LMV, identifiés par puces CATMA. Les intensités de fluorescence moyennes de
chaque sonde sont indiquées pour les deux échantillons, sain et infecté, ainsi que le log2ratio de ces
deux valeurs qui nous permet d’évaluer une différence d’expression. En bleu figurent les génes qui
seront testés en qPCR.
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RNAseq Total| + | -
Expl 161 | 86 | 75
A RNAseq CATMA Exp2 191 |130| 61
Exp3 70 | 54|16
Expl: 161 Expl:183 Communs Exp1-2 | 31 (21|10

Communs Exp1-3 7 512

Communs Exp2-3 7 512

Communs Exp1-2-3] 0 0|0

CATMA Total| + | -
‘ A Expl 183 [ 86| 97
Exp3 592 [366(226

Exp4 66 | 4 | 62
Communs Exp1-3 | 33 (19| 14
Communs Exp1-4 6 2|4
Communs Exp3-4 | 15 | 5 |10

Communs Expl-3-4| 8 315

Exp2: 191 Exp3: 70 Exp4: 66 Exp3: 592

B Expl Expl |Total| + | - Exp3
CATMA | 183 | 86|97

RNAseq | 161 | 86| 75
Communs| 39 |26]13
Exp3 |Total| + | -
CATMA | 592 | 366|226
RNAseq | 70 | 54 | 16
Comsmun 23 |18] 5

RNAseq: 161 CATMA: 183 RNAseq: 70 CATMA: 592

Moyenne

(@]

Moyenne| Total | + | -
CATMA | 49 | 19|30
RNAseq | 58 |40 18

Communs| 4 4|0

RNAseq: 58 CATMA: 49

Figure 36 : (A) Représentation par diagramme de Venn du nombre de genes dérégulés lors de trois
expériences d’infection par le LMV, analysés par RNAseq (Exp1, Exp2, Exp3) ou puces CATMA (Exp1,
Exp3, Exp4). Dans le tableau ne sont considérés comme génes communs a deux expériences que les
genes uniquement identifiés dans celles-ci. (B) Comparaison des génes dérégulés lors de 'infection par
le LMV pour les expériences Expl et Exp3, entre les deux techniques. (C) Comparaison des génes
dérégulés lors de l'infection par le LMV pour la moyenne des valeurs, entre les deux techniques. Le
nombre de génes induits ou réprimés est indiqué des les tableaux par (+) et (-) respectivement.
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c. Comparaison des résultats obtenus par les deux technologies

e Comparaison des expériences analysées individuellement

Seuls les ARN extraits des expériences Exp1 et Exp3 ont été traités a la fois par
les deux technologies : RNAseq et puces CATMA. L’analyse comparative des résultats
a permis de mettre en évidence quelques similitudes mais également de nombreuses
différences.

Dans le cas de 'expérience Exp1, on observe 161 dérégulations dans les CC de
plantes infectées par le LMV en RNAseq et 183 en puces CATMA (Figure 36B). 39
dérégulations communes sont observées, dont celles concernant les genes LSUZ, LSU3
et APR1, déja retrouvés communs entre les trois expériences dans I’analyse des puces
CATMA ainsi que le gene GH3.3 (AT2G23170), impliqué dans la réponse a une
stimulation par l'auxine.

En ce qui concerne la deuxieme expérience (Exp3) analysée par les deux
techniques, on observe 70 dérégulations dans les CC de plantes infectées par le LMV
identifiées par RNAseq et 592 par puces (Figure 36B). 23 dérégulations ont été
identifiées par les deux analyses dont le gene GH3.3, les génes PR5 (AT1G75040), PR1
(AT2G14610), PNP-A (AT2G18660) et PCC1 (AT3G22231) impliqués dans la réponse
aux stress.

Soulignons a nouveau le nombre de genes dérégulés, particulierement
disproportionné entre les deux techniques pour cette expérience. En effet, on observe
presque huit fois plus de genes dérégulés en utilisant les puces CATMA que le
RNAseq. Il semble donc qu'il y ait, pour cet échantillon, un biais dans I'analyse par

puces CATMA, biais qui n’est retrouvé ni par RNAseq ni avec les autres répétitions.

e Comparaison des genes dérégulés identifiés par les deux technologies

En comparant les listes LMVseq (Tableau 10) et LMVcat (Tableau 11), les
genes dérégulés par le LMV, c’est-a-dire 58 genes pour le RNAseq et 49 pour les puces
CATMA, on identifie 4 genes communs : les genes PR1, PR5 et AT3G22600, impliqués
dans la réponse aux stress et le gene AT1G26380 codant pour une protéine de la

famille des berbérines fixant le cofacteur FAD (Flavine adénine dinucléotide).

111



Résultats - Etudes transcriptomiques de cellules compagnes d’Arabidopsis thaliana infectés par le LMV ou le TuYV

Au final, nous avons identifié par deux différentes techniques 103 genes dont
I'expression est modifiée dans les protoplastes de CC des plantes infectées par le LMV,
55 sont induits et 48 sont réprimés par l'infection. Ces 103 génes sont listés avec

leurs différentes caractéristiques dans le tableau LMVtot (Annexe 2).

d. Analyse de I'’enrichissement en termes d’ontologie des échantillons infectés
par le LMV

Les tableaux récapitulant les termes de GO enrichis et leur pourcentage
d’enrichissement sont a la fin du manuscrit, en annexes (Annexe 3: RNAseq et

Annexe 4 : puces CATMA).

* RNAseq

Il est difficile d’établir un enrichissement en termes de GO communs aux
différentes expériences. En effet dans les processus biologiques, I'expérience Exp1l
présente un enrichissement en genes impliqués dans la réponse a différents stress,
qu'ils soient biotiques (bactéries, champignons) ou abiotiques (réponse a la lumiere, a
la chaleur ou au stress oxydatif). On peut également signaler un enrichissement en
genes participant a la synthese de camaléxine, une phytohormone ayant des
propriétés antimicrobiennes. L’échantillon de I'expérience Exp2 présente
principalement des enrichissements en genes impliqués dans la photosynthese. Dans
I'expérience Exp3, on identifie une majorité de termes de GO liés aux stress biotiques
(résistance systémique acquise ou la réponse de défense immune). Néanmoins, il faut
signaler un enrichissement en termes de GO commun dans les expériences Exp1l et
Exp2 concernant des genes participant au métabolisme du soufre.

En ce qui concerne les genes identifiés a partir de la moyenne des expériences,
les enrichissements en termes de GO concernent des génes impliqués dans la
biosynthése de phyto-alexines (composés antimicrobiens) et plus précisément de la
camaléxine et dans la réponse aux stress biotiques comme le mécanisme de

résistance systémique acquise (SAR).
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¢ Puces CATMA

L’analyse des enrichissements en termes de GO parmi les processus
biologiques montre des similitudes entre les trois expériences et la moyenne de
celles-ci. Ainsi un enrichissement en genes impliqués dans le métabolisme du soufre
est observé dans toutes les expériences mais principalement dans les expériences
Exp3 et Exp4 (Annexe 4). Les expériences Expl et Exp3 réunissent des
enrichissements important en genes participant au processus de photosynthese et a
la réponse aux stress biotiques et abiotiques. Enfin, des geénes de la voie de
biosyntheése des glucosinolates sont également enrichis dans les expériences Exp3 et
Exp4. L'expérience Expl montre également une forte représentation de geénes
impliqués dans le processus de mort cellulaire. Il est également a noter que I'analyse
ontologique des composés cellulaires confirme que les expériences Expl et Exp3
concentrent un grand nombre de termes de GO impliqués dans la photosyntheése (8
termes parmi les 9 les plus enrichis pour I'expérience Exp1l). De plus, 'expérience
Exp3 présente un certain nombre de termes GO se rapportant au protéasome et donc
a la dégradation des protéines. Enfin, au niveau des fonctions moléculaires, le terme
de GO lié a l'activité de conjugaison de I'auxine est sur-représenté dans l'expérience
Expl.

Les mémes termes de GO sont retrouvés dans l'analyse des enrichissements
réalisés pour les genes dérégulés dans la moyenne des expériences, avec une
accentuation sur les genes impliqués dans le métabolisme du soufre (assimilation du
soufre et métabolisme de composés soufrés), dans la régulation de la mort cellulaire

et dans la réponse aux stress.

e Comparaison des enrichissements en termes de GO obtenus apres
analyse par RNAseq et par puces CATMA

Pour l'expérience Expl, les enrichissements en termes GO pour les deux
techniques d’étude transcriptomique sont assez similaires: ils concernent des genes
impliqués dans la réponse a différents stress et dans le métabolisme du soufre.

Les enrichissements en termes de GO communs pour l'expérience Exp3
concernent des génes impliqués dans la réponse aux stress comme le mécanisme de

SAR et la réponse innée.
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Dans la moyenne des expériences, les seuls enrichissements communs entre
les deux techniques utilisées sont ceux concernant des génes impliqués dans la

réponse aux stress biotiques.

e. Validation de la dérégulation de certains génes candidats par la technique de
gPCR

Afin de vérifier la validité des dérégulations de génes obtenus par séquencage
a haut débit et puces CATMA, un certain nombre de transcrits ont été quantifiés par
PCR en temps réel sur les mémes échantillons d’ARN (Exp1 et Exp3) ou sur des ARN
issus d'une autre expérience (Exp5). Ces génes ont été choisis principalement parmi
ceux trouvés enrichis dans les processus biologiques dans nos échantillons par
rapport a leur représentation dans le génome.

Il est intéressant de noter que parmi les 103 genes dérégulés dans les deux
jeux de données (LMVtot), sept participent au métabolisme du soufre et sont
réprimés: il s’agit des geénes LSUZ (low sulfur 2), LSU3, LSU4, SDI1 (sulphur
deficiency-induced 1), APR1 (APS reductase 1), APR2 et APS1 (ATP sulfurylase). Parmi
ceux-ci, six genes (tous sauf le géne LSU3) sont répertoriés dans un réseau de génes
co-régulés par identifié par ATTED-II (Obayashi et al, 2011). Ce site internet
(http://atted.jp/index.shtml) permet de mettre en évidence des genes co-régulés afin
d’appréhender leur fonction (Figure 37A). L’analyse par qPCR confirme que ces sept
genes (Figure 38A) sont réprimés lors de l'infection par le LMV dans tous les
échantillons, sauf les genes APS1 et APRZ que I'on retrouve légerement plus exprimés,
dans les échantillons infectés que dans les témoins de l'expérience supplémentaire
Exp5. De plus, le transcrit du géne SDI1 n’a pas été détecté dans I'expérience Exp5. En
conclusion, ces expériences de validation ont permis de confirmer la répression de
ces sept genes impliqués dans le métabolisme du soufre dans les mémes expériences
analysées par RNAseq et puces CATMA (Exp1 et Exp3), et de quatre genes sur sept
dans l'expérience supplémentaire (Exp5). Cette répression est globalement assez
forte (minimum deux fois moins d’expression) et significative dans tous les

échantillons testés.

Un autre réseau ATTED-II de génes co-régulés a été identifié : il s’agit de genes

liés ala réponse de SAR (systemic acquired resistance): les génes PR1 (pathogenesis-
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A | Réseau ATTED-II: Métabolisme du soufre @

CPK34

BGLU28

AT5G2622(

LSU2/4 (low sulfur 2/4); SDI1 (sulphur deficiency-induced 1); APR1/2/3 (APS reductase
1/2/3); APS1/3 (ATP sulfurylase 1/3); SHM7 (serine hydroxymethyltransferase 7); CPK 17/34

(calcium-dependant protein kinase 17/34); BGLUZ8 (beta glucosidase 28); CSLD4 (cellulose
synthase like D4)

Réseau ATTED-II: SAR

PNP-A

PR1/5 (pathogenesis-related gene
1/5); BGL2 (beta-1,3-glucanase
2); PCC1 (pathogen and circadian
controlled 1); PNP-A (plant
natriuretic peptide A); ACD6
(accelerated cell death 6); LURP1
(late upregulated in response to
Hyaloperonospora  parasitical);
AT5G10760 WAK1 (cell wall-associated

kinasel); RK3 (receptor kinase 3)
‘ LURP1
,
ACD6 PCC1

WAK1

Figure 37 : Réseaux de co-régulation de génes (ATTED-II). (A) Réseau lié a I'assimilation du
sulfate. (B) Réseau lié au mécanisme de SAR. Les génes entourés de bleu moyen sont des génes que
nous avons détectés dans nos analyses et validés par qPCR (les génes entourés de bleu clair ont
également été détectés dans nos analyses mais uniquement dans I’expérience Exp3.
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related gene 1), PR5, BGLZ2 (beta-1,3-glucanase 2) ou PRZ et AT5G55450 (Figure 37B).
J'ai pu compléter cette liste avec deux genes suspectés de participer également a ce
mécanisme de défense, les genes AT3G22600, AHPZ ainsi qu’avec trois genes
identifiés dans I'expérience Exp3, par les deux technologies : les genes PNP-A (plant
natriuretic peptide A), AT5G10760 et PCC1 (pathogen and circadian controlled 1). Ces
trois genes sont néanmoins tous induits dans les précédentes analyses mais a un
niveau inférieur aux critéres retenus. L’analyse par qPCR a permis de confirmer que
I’ensemble de ces neuf génes impliqués dans la réponse aux stress est induit lors de
I'infection par le LMV (Figure 38B). La seule exception concerne les transcrits du gene
PCC1 dans l'expérience Expl, que l'on retrouve en méme quantité dans les
échantillons sains et infectés. Ceci peut s’expliquer par le fait que ce gene n’a pas été
trouvé dérégulé dans I'expérience Exp1l par RNAseq ou par puce CATMA. Ceci étant,
c’est aussi le cas des genes PNP-A et AT5G10760 pourtant en surexpression lors de ces
manipulations de qPCR. Il est a noter également que malgré quelques tentatives,
aucune amplification en qPCR n’a été détectée pour la recherche du géne AHP2 dans

'expérience supplémentaire Exp5.

Parmi I'ensemble non négligeable de genes de stress dont l'expression est
dérégulée par le LMV (environ 25 % des génes dérégulés), la plupart sont induits en
condition de virose. C’est le cas par exemple des genes appartenant au réseau ATTED-
Il précédemment cités. Cependant, deux génes codant pour des petites protéines de
stress thermique (sHSP: small heat shock protein) se retrouvent réprimés : il s’agit
des genes HSP17.4 (AT3G46230) et AT2G29500 codant pour une protéine HSP de la
superfamille des HSP20, anciennement nommée HSP17.6B. Cette observation a été
confirmée par qPCR pour les deux genes dans chacune des trois expériences testées

(Figure 39A).

116



Résultats - Etudes transcriptomiques de cellules compagnes d’Arabidopsis thaliana infectés par le LMV ou le TuYV
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certains genes identifiés par RNAseq et puces CATMA dans les
expériences Exp1, Exp3 et Exp5. Les valeurs d’expression ont été
normalisées par rapport au témoin de cellules non infectées (blanc)
0,5 T pour les génes réprimés et par rapport a I'échantillon de cellules
infectées (bleu) pour les genes induits. (A) Génes impliqués dans le
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Ayant identifié quatre génes impliqués dans la biosynthése de la camaléxine,
hormone produite en réaction a divers pathogenes (dont les pucerons), j’ai choisi de
vérifier leur niveau d’expression (Figure 39B). Trois d’entre eux proviennent des
analyses de RNAseq, il s’agit des genes PAD3, CYP71A12 et CYP71A13 et le dernier, le
gene CYP71A18, provient des analyses CATMA. L’analyse par qPCR confirme que les
genes PAD3, CYP71A12 et CYP71A13 sont bien induits dans toutes les expériences
d’infection, sauf dans une expérience (Exp5) ou le transcrit du géne CYP71A12 n’a
pas pu étre amplifié. Quant au transcrit du gene CYP71A18, il n’a jamais pu étre
détecté par qPCR quelle que soit 'expérience considérée, ceci peut étre expliqué par
le fait que I'expression de ce géne est tres faible dans la plante sauf dans le pollen
(Schmid et al., 2005). Sa valeur d’intensité est d’ailleurs assez faible sur la puce

CATMA méme si sa variation d’expression est statistiquement fiable.

Enfin, j'ai choisi de compléter cette analyse d’expression par qPCR avec 5
autres genes: le géne AT1G26380 (codant pour une protéine de la famille des
berbérines), qui est surexprimé dans les deux types d’analyse, les génes DIN11, BAG®6,
tous deux réprimés dans les analyses de puces CATMA, et les genes PCR2 et WRKY75
surexprimés dans I'analyse de RNAseq pour le premier et dans celle de puces CATMA
pour le second (Figure 39C). Le géne BAG6 a également été identifié dans I'analyse du
LMV mais il y était induit. Hormis pour le géne BAG6 qui est clairement réprimé dans
les échantillons infectés de toutes les expériences, les résultats de I'analyse par qPCR
pour les autres genes sont bien moins tranchés. Leur expression varie selon
I'expérience considérée et n’est pas toujours celle attendue suite aux précédentes

analyses, nous n’allons donc pas poursuivre les investigations avec ces génes.
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Figure 39 : Taux d’expression relatif mesuré par qPCR, de certains génes identifiés par RNAseq
et puces CATMA dans les expériences Exp1l, Exp3 et Exp5. Les valeurs d’expression ont été
normalisées par rapport au témoin de cellules non infectées (blanc) pour les génes réprimés et par
rapport a I'échantillon de cellules infectées (bleu) pour les genes induits. (A) Génes codant pour des
sHSP. (B) Genes impliqués dans la biosynthese de la camaléxine. (C) Autres génes.
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Ces expériences de validation par qPCR confirment pour une grande majorité

des genes testés les dérégulations identifiées précédemment. Le tableau ci-dessous

(Tableau 12) récapitule les modifications d’expression de tous les genes
précédemment cités dans cette validation.
qPCR
Genes RNAseq Puces CATMA
Expl Exp3 Exp5
o APR1 AT4G04610 - - - -
% APR2 AT1G62180 - - - +
é LSu2 AT5G24660 - - - -
qé LSU3 AT3G49570 - - - -
§ LSU4 AT5G24655 - - - -
\48 APS1 AT3G22890 - - - +
= ATSDI1 AT5G48850 - - - /
PR1 AT2G14610 + + + + +
BGL2 (PR2) AT3G57260 + + + +
PR5 AT1G75040 + + + + +
AT3G22600 | AT3G22600 + + + + +
g AHP2 AT1G13330 + + + /
AT5G55450 | AT5G55450 + + + +
PNP-A AT2G18660 + (Exp3) + (Exp3) + + +
PCC1 AT3G22231 + (Exp3) + (Exp3) = + +
AT5G10760 | AT5G10760 + (Exp3) + (Exp3) + + +
& HSP17.4 AT3G46230 - - - -
% HSP17.6B-Cl | AT2G29500 - - - -
o PAD3 AT3G26830 + + + +
'ggj CYP71A12 AT2G30750 + + + /
r_gu CYP71A13 AT2G30770 + + + +
S CYP71A18 AT1G11610 + / / /
AT1G26380 | AT1G26380 + + + - +
» DIN11 AT3G49620 - + - /
g BAG6 AT2G46240 - - - -
< PCR2 AT1G14870 + + + +
WRKY75 AT5G13080 + + + =

Tableau 12 : Validation par PCR quantitative, des variations d’expression de certains génes
obtenus apreés analyse par RNAseq et puces CATMA, lors d’une infection par le LMV dans des
-: Répression de
I'expression, =: pas de changement d’expression entre les deux conditions, /: pas d’amplification,
(Exp3): genes dérégulés uniquement dans I'expérience Exp3

protoplastes de cellules compagnes.

+:

Induction de

I'expression,
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Ces résultats prouvent la pertinence des analyses transcriptomiques
effectuées, que ce soit par séquencage a haut-débit ou par puces. Malgré les variations
importantes des données entre les différentes répétitions biologiques et techniques
d’analyse utilisées, notre choix d’analyse des différents jeux de données nous menant
a la liste des 103 genes dérégulés se trouve justifié par I'analyse par qPCR. Mis a part
le gene CYP71A18 dont le transcrit n’a pu étre détecté, la technique de qPCR a
confirmé la majorité des dérégulations observées par les analyses transcriptomiques

a haut débit.

f. Etude des génes dérégulés par le LMV et discussion

* Implication du LMV dans le métabolisme du soufre ?

Dans la plante, I'assimilation du sulfate produit du soufre réduit qui est utilisé
pour la synthese des acides aminés méthionine et cystéine, de coenzymes, de groupes
prosthétiques et de nombreux métabolites secondaires. Le sulfate doit étre activé en
adénosine 5’-phosphosulfate (APSulfate) par une ATP sulfurylase (APS) (Figure 40).
Cet APSulfate est ensuite réduit en sulfite par une APS réductase (APR), sulfite qui
sera lui aussi réduit en sulfide par une sulfite réductase ferrédoxine-dépendante. Le
sulfide pourra étre incorporé pour former au final la cystéine qui est le donneur
primaire de soufre réduit a toutes les réactions de biosynthése qui en nécessitent
(Leustek, 2002, Kopriva, 2006). Les deux génes APR2 et APR1 que l'on a identifiés
codent pour des adénosine 5'-phosphosulfate réductases et le gene APS1 code pour
une ATP sulfurylase qui permet d’adénylation du sulfate. Les génes APS1, APR1 et
APR2 sont activés par des facteurs de transcription MYB (Myeloblastosis) qui
régulent également la biosynthese des glucosinolates (Yatusevich et al., 2010). Cette
biosynthése est intimement connectée au processus d’assimilation du sulfate car la
derniere étape nécessite le transfert d'un groupement sulfate (Yatusevich et al,

2010).
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Figure 40 : Assimilation du sulfate (inspirée de Yatusevich et al,, 2010). Le sulfate est activé par
adénylation en APS (5’-phosphosulfate) par une ATP sulfurylase. L’APS est ensuite soit phosphorylé
par une APS kinase en PAPS (3’-phosphoadénosine 5’-phosphosulfate) pour la synthése des
glucosinolates ou autres composés soufrés, soit réduit en sulfite par une APS réductase. Le sulfite
est ensuite réduit en sulfide par une sulfite réductase. Le sulfide pourra étre incorporé dans une
acétylsérine pour former la cystéine.

Le géne SDI1 est induit suite a une déficience de la plante en soufre. Il
participerait plus précisément a I'utilisation du soufre stocké dans la plante lors d’'un
manque de soufre (Howarth et al., 2009). Le role des genes LSUZ (low sulfur), LSU3 et
LSU4 reste pour le moment inconnu. Comme pour le géne SDI1, I'expression de ces

genes est fonction de la présence de soufre dans la plante.

Afin de vérifier si la dérégulation est spécifique aux protoplastes de CC infectés
par le LMV ou bien si elle est observée au niveau de la plante entiere (le LMV infectant
presque tous les types de cellules), j’ai réalisé une cinétique d’infection pour analyser
I'expression de certains de ces genes-candidats. Les ARN ont été extraits de feuilles
systémiques de deux plantes a un temps précoce (7 jours post-infection) et a un
temps tardif (28 jours post-infection) et soumis a une analyse par gPCR en prenant en
compte la moyenne des valeurs des deux plantes considérées. A 28 jours post-
infection, les profils d’expression des génes LSUZ, APR1, APR2, SDI1 dans les feuilles
systémique est le méme que celui observé dans les protoplastes de CC triées par FACS
(Figure 41A), les dérégulations observées dans les CC ne sont donc pas spécifiques a
ces cellules mais plutét a I'infection par le LMV. Ceci est également en corrélation avec

les dérégulations observées dans certaines analyses transcriptomiques de plantes
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infectées par d’autres Potyvirus. Ainsi les genes APR1 et APS1 sont réprimés par le

Potyvirus TuMV (Yang et al., 2007) et le Geminivirus CaLCuV (Ascencio-Ibanez et al.,

2008) mais les génes APR1 et LSUZ sont induits par le Potyvirus PPV (Babu et al,,

2008). Le gene APRZ2 est réprimé par le Carmovirus TCV mais induit par le TMV
(Espinoza et al., 2007) (Tableau 13).

A. thaliana: Transcriptome

Genes Biiiiar Proto- . . ’
plastes Feuilles de plantes infectées
plastes CC totaux
Virus LMV ppy T(EJV TEV'ﬁT17 Tu(l3\)/IV P(Fl"\/ cmv T((EZJV Tl(\gv T(F;JV Cal(guv
£ APRI | AT4G04610 . » + ]
g APR2 AT1G62180 = - +
g Lsu2 AT5G24660 - -
:é APS1 AT3G22890 - - B
L | ATsDIL | AT5648850 - v
PR1 AT2G14610 + + +
é BGL2 (PR2) | AT3G57260 + + + + . + + +
5 PR5 AT1G75040 + + + - + + +
% AT3G22600 | AT3G22600 + + - +
;Z% AHP2 AT1G13330 + B, + +
AT5G55450 | AT5G55450 + v - +
% HSP17.6B-Cl | AT2G29500 - +
. PAD3 AT3G26830 + +
£ | cvpr1a12 | AT2630750 + ]
T% CYP71A13 | AT2G30770 + +
© DIN11 AT3G49620 - 3
RING1 AT5G10380 + + + + + + + +
PCR1 AT1G14880 + + +
PCR2 AT1G14870 + + . +
HSP81-1 | AT5G52640 = + + + - + - +
CAX1 AT2G38170 + +
pIc2 AT4G24570 + + +
. RAP2-3 | AT3G16770 + - +
% TCH4 AT5G57560 + -
= GSTU10 | AT1G74590 + + + + . + +
ATCHX17 | AT4G23700 + + +
BGL1 AT1G52400 - - + . B
PGL5 AT5G24420 - . - - ) B
ATFRO6 | AT5G49730 - B}
DHAR2 | AT1G75270 = + +
ATPTR3 | AT5G46050 + + + +
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BCAT-1 AT1G10060 = -

MYB4 AT4G38620 = - -

DIN2 AT3G60140 = + - +
BGLU27 AT3G60120 + -
DIP2 AT5G03210 + -
ATPB ATCG00480 - +
RDR2 AT4G11130 - + +
WRKY75 AT5G13080 + + +
AT3G18250 | AT3G18250 + + + +

AT3G16670 | AT3G16670 = - - -

AT1G13340 | AT1G13340 + + + +
AT1G74450 | AT1G74450 + + +
AT3G22620 | AT3G22620 + + +

AT1G75280 | AT1G75280 - - - -

AT1G24735 | AT1G24735 +

AT5G12450 | AT5G12450 +

AT1G26380 | AT1G26380 + +
AT3G11000 | AT3G11000 + -

AT5G40180 | AT5G40180 + -

AT5G46730 | AT5G46730 = +

Tableau 13 : Comparaison entre les données obtenues par nos analyses et d'autres analyses
transcriptomiques (Rodrigo et al., 2012). (+) : Gene induit dans les expériences considérées; (-) Gene
réprimé dans les expériences considérées ; (V' ) : Géne présent dans les analyses considérées ; (1) (Babu et
al.,2008) ; (2) (Agudelo-Romero et al., 2008) ; (3) (Yang et al., 2007) ; (4) (Marathe et al., 2004) ; (5) NCBI
GEO accession GSE29387 ; (6) (Espinoza et al., 2007) ; (7) NCBI GEO accession GSE15557 ; (8) (Ascencio-
Ibanez et al., 2008).

On peut tout de méme noter que dans la cinétique d’infection, les quatre génes
LSUZ2, APR1, APR2, SDI1 ne répondent pas de maniéere précoce a l'infection car leur

expression ne varie pas encore 7 jours post-infection.

Pour vérifier un éventuel effet sur la systémie du virus et/ou sur la cinétique
d’infection, des A. thaliana simples mutants IsuZ2, sdil et doubles mutants knock out
aprl/2 et apkl/2 (Koprivova et al., 2008) ont été infectés par le LMV, mais aucun
changement n’a été observé par ELISA sur I'accumulation du virus dans ces mutants
(expériences réalisées a I'INRA Bordeaux par le Dr. F. Revers). Les genes APK codent
pour des APS kinases qui catabolisent la réaction de phosphorylation de I’APS en 3’-
phosphoadenylylsulfate ou PAPS (Figure 40). L’absence d’effet sur ces mutants peut
étre dii a une redondance fonctionnelle entre les genes d’'une méme famille. Il existe

par exemple, trois genes APR chez A. thaliana.
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En plus des expériences d’infection de plantes transgéniques mutantes, un
dosage et une mesure d’activité de certains composants prenant part au métabolisme
du soufre (APS réductases, ATP sulfurylases, sulfate et thiols) a été effectué par le Dr.
S. Kopriva (John Innes Centre, Norwich, UK) sur des plants d’A. thaliana infectés par le
LMV et récoltés a un temps précoce sur les feuilles inoculées (5 jours post- infection)
et a des temps plus tardifs sur les feuilles systémiques (12, 17 et 21 jours post-
infection) pour étudier un potentiel effet du virus sur la formation de métabolites
secondaires soufrés. Aucune variation significative n’a été relevée entre les plantes
saines et les plantes infectées, mais ces expériences devront étre répétées pour

confirmer ces résultats.

125



Résultats - Etudes transcriptomiques de cellules compagnes d’Arabidopsis thaliana infectés par le LMV ou le TuYV

Métabolisme soufre

A 1,5
Lsuz SDI1
T ]
0,1 l
T
OMock 0.5 J— OMock
BLMV ELMV
0 l 0 : e B
17 ]28 17 J28
APR1 g | APRZ T
| 1
0,5 6
4 T
OMock 2 OMock
ELMV ELMV
0 0 . .
17 128 17 ]28
SAR
B 150 T 100
PR1 PR5
100
50
50 OMock
T ELMV
0 l_" - 0 —
17 ]28 17 J28
AT5G55450 AT5G10760
10 E‘l'linwr |
5 ock
TI_- 1 ]
ELMV
ELMV
0 ) 0 s
]7 ]28 17 ]28

Figure 41 : Cinétique d’expression de certains génes candidats mesurée par qPCR a 7 et 28 jours
post-infection par le LMV. Les valeurs d’expression ont été analysées sur deux plantes. (A) Genes
impliqués dans le métabolisme du soufre. (B) Genes impliqués dans le mécanisme de SAR.
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e Résistance systémique acquise (SAR): un mécanisme de défense induit
parle LMV ?

Comme nous l'avons vu précédemment, plusieurs genes dérégulés par le LMV
dans nos conditions d’étude sont impliqués dans le mécanisme de résistance
systémique acquise ou SAR. Il s’agit des genes PR1, PR2, PR5, AT3G22600, AT5G55450,
AT5G10760 et PNP-A. D’'autres genes de défense ou de réponse aux stress ont
également été identifiés comme les génes PCC1 et AHPZ ou bien ceux participant a la
biosynthese de la camaléxine (PAD3, CYP71A12, CYP71A13).

Les protéines PR sont produites en réponse a de nombreux pathogenes. Elles
sont de bons marqueurs moléculaires pour le mécanisme de SAR (Durrant & Dong,
2004, Gozzo & Faoro, 2013), qui est un mécanisme de défense de la plante contre une
grande variété de micro-organismes. Il confére a I'hOte une protection efficace,
puisque la résistance contre les pathogenes se répand de maniére systémique dans la
plante. Les protéines PR sont exprimées suite a une accumulation d’acide salicylique
aussi bien au niveau du site de I'infection que dans les tissus systémiques (Ryals et al.,
1996). Les protéines PR1, PR2 et PR5 font partie de ce mécanisme de défense méme
si leur fonction n’est pas clairement définie (Cao et al., 1994). Chez A. thaliana, il est
établi que la transcription du gene PRI dans cette voie est activée en trans par la
protéine NPR1 (Nonexpresser of PR genes 1), par des facteurs de transcription de la
clade des TGAZ et par des éléments situés en cis de la séquence promotrice du gene,
les éléments LS (linker scanning)(Cao et al., 1994, Lebel et al,, 1998, Zhang et al,,
2003, Pajerowska-Mukhtar et al.,, 2013). Plus précisément, suite a une augmentation
de la concentration en acide salicylique, la protéine NPR1 pourrait se lier au facteur
de transcription TGA2, ce qui stimulerait I'activité de liaison a 'ADN de cette derniere
et qui viendrait donc se fixer au niveau de la séquence promotrice du gene PRI,
activant ainsi sa transcription (Despres et al., 2000, Kinkema et al., 2000, Fan & Dong,
2002). Certains génes codant pour les protéines PR, notamment les trois genes PRI,
PR2 et PR5, ont également été identifiés dans d’autres études transcriptomiques
portant sur des infections virales d’A. thaliana. C’est le cas par exemple pour le
Potyvirus TEV (Agudelo-Romero P. et al., 2008) et le CaL.CuV, membre de la famille
des Geminiviridae, virus a ADN (Ascencio-Ibanez et al., 2008)(Tableau 13). Les génes
PRZ2 et PR5 sont aussi dérégulés lors d'une infection par le TCV, le TRV et le PPV mais

dans le dernier cas, ces genes sont réprimés et non surexprimés (Babu et al., 2008).
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L’'induction du géne PR2 a aussi été détecté suite a une infection par le TuMV (Yang et
al.,, 2007).

Les protéines de la grande famille des LTP (lipid transfert proteins) dont font
partie le produit des genes AT3G22600 et AT5G55450, pourraient agir comme
molécules-signal dans le mécanisme de SAR (Durrant & Dong, 2004). Ces protéines
partagent une similarité de séquence avec les élicitines produites par Phytophtora
spp., qui elles-mémes induisent des réactions de défense de la plante. Les élicitines
qui sont des molécules-signal et les protéines LTP partageraient les mémes
récepteurs impliqués dans la transduction de signal au niveau de la membrane
plasmique (Blein et al., 2002). Les deux genes détectés dans nos analyses, AT3G22600
et AT5G55450, ont également été identifiés lors d’infections par d’autres virus comme
le CaLCuV (Ascencio-lbanez et al., 2008). D’autres virus ne dérégulent que
I'expression du gene AT3G22600, le TEV qui induit sa surexpression (Agudelo-
Romero et al., 2008) et le CMV qui induit sa répression (Marathe et al., 2004). Le PPV
lui, provoque la répression du géne AT5G55450 (Babu et al., 2008)(Tableau 13).

En ce qui concerne les trois genes additionnels dérégulés uniquement dans
I'Exp3, il existe quelques données intéressantes a préciser. Le gene AT5G10760 code
pour une protéine possédant une activité endopeptidasique de type aspartyl. Cette
protéine interviendrait également dans le mécanisme de SAR mais son role n’est pour
le moment pas connu. La protéine PNP-A a été quant a elle plus étudiée. Les membres
de cette famille de protéines sont des molécules mobiles partageant des similitudes
de séquence avec les expansines, qui sont elles aussi impliquées dans le mécanisme
de SAR (Ruzvidzo et al., 2011, Wang et al,, 2011). Dans leur étude transcriptomique
sur l'infection par le CaLCuV, Ascencio-Ibanez et al. (2008) ont montré que ce géne
était également dérégulé. La protéine PCC1 est une protéine qui agirait comme
régulateur de la défense contre les pathogenes, ce qui a été démontré avec
Pseudomonas syringae dont l'infection induit I'expression dans les plants de tomate
(Mohr & Cahill, 2007). Cette protéine intervient également dans la transition vers la
floraison causée par des stress, processus qui est également dépendant de l'acide
salicylique (Sauerbrunn & Schlaich, 2004, Segarra et al., 2010).

Enfin, la protéine AHP2 est quant a elle, la protéine homologue chez A. thaliana
de la protéine Hop2 de S. cerevisiae. Cette protéine serait impliquée dans la

réplication de '’ADN et notamment dans la réparation des cassures double-brin
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(Vignard et al., 2007, Uanschou et al.,, 2013). Des études transcriptomiques portant
sur l'infection par le CaLCuV (Ascencio-Ibanez et al., 2008), le TCV et le PPV ont
également montré une surexpression du gene codant pour la protéine AHP2 sauf
dans le cas du PPV ou ce gene est réprimé (Tableau 13). Il est intéressant de noter
que le PPV qui est un Potyvirus comme le LMV a souvent des effets contraires aux
autres virus pour ce qui est de 'expression de ces genes de défense, pourtant les
expériences ont également été réalisées a des temps tardifs d’infection (17 et 42 jours
post-infection).

Une cinétique d’infection a également été réalisée et analysée par qPCR sur
quatre de ces genes: PR1, PR5, AT5G55450, AT5G10760 (Figure 41B). Comme pour les
genes impliqués dans le métabolisme du soufre, les profils d’expression des genes
PR1, PR5 et AT5G55450 dans les feuilles systémiques est le méme que celui observé
dans les protoplastes de CC triées par FACS a savoir une induction tardive. A I'inverse,
le géne AT5G10760 ne présente pas de différence d’expression significative entre la
plante saine et la plante infectée a 28 jours post-infection, temps correspondant
approximativement a celui des analyses sur les protoplastes. Ce gene codant pour une
endopeptidase pourrait donc présenter une expression spécifique dans les CC suite a
une infection par le LMV. Pour rappel, ce gene n’a été identifié que dans I’expérience
Exp3. L’expression des trois autres genes (PR1, PR5 et AT5G55450) ne serait donc pas

spécifique aux cellules phloémiennes dans le cas du LMV.

Le processus de biosynthése de camaléxine est également un processus de
défense de la plante, la camaléxine étant synthétisée suite a l'infection par de
nombreux pathogenes. La production d’acide salicylique est nécessaire mais non
suffisante a son accumulation dans la plante (Zhao & Last, 1996, Zhou et al., 1998).
Cette phytoaléxine est dérivée du tryptophane par la voie de l'indole-3-acétaldoxime.
Les genes CYP71A13 et PAD3 codent pour deux enzymes essentielles de la
biosynthese de la camaléxine. Lors de la premiére étape, 'enzyme CYP71A13 permet
la conversion de cet indole-3-acétaldoxime en indole-3-acetonitrile (IAN) (Nafisi et
al, 2007). La protéine PAD3 (ou CYP71B15) qui code pour une cytochrome
monooxygénase intervient lors de la derniere étape de biosynthése en catalysant la
conversion de I'acide dihydrocamaléxique (DHCA) en camaléxine (Schuhegger et al,,

2006).
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Il est intéressant de noter qu'un gene supplémentaire CYP71A12 a été identifié
comme surexprimé. Or ce géne localisé sur le chromosome 2 a proximité du gene
CYP71A13 présente une forte homologie de séquence avec ce dernier et pourrait
avoir la méme fonction (Moldrup et al., 2013). Ces deux genes ayant été identifiés par
RNAseq, seul I'un d’eux pourrait étre dérégulé. En effet, les « read » obtenus apres
séquencage ne mesurant que 54 bases, il est possible qu’ils puissent s’aligner sur la
séquence de I'un ou l'autre de ces deux genes. Ceci étant, pour les expériences de
qPCR effectuées, des couples d’oligonucléotides spécifiques de chacun d’entre eux ont
été dessinés afin de différencier leur taux d’expression pourtant des variations
différentes ont été retrouvés pour ces deux genes.

Des plants d’A. thaliana mutants dans les genes PR5 et AT5G10760 ont été
infectés par le LMV pour observer les effets de ces mutations sur l'infection et la
systémie du virus. Aucune différence sur l'infection par le LMV n’a été observée par
ELISA sur ces mutants mais cette expérience n’a été réalisée qu’'une seule fois (par le

Dr. F. Revers).

* Protéines de stress réprimées par le LMV

Les protéines HSP de faible poids moléculaire (entre 15 et 42 kDa) sont
appelées petites HSP (sHSP: small HSP). Les protéines sHSP sont des protéines
chaperonnes qui participent a la formation de complexes permettant d’éviter la
dénaturation des protéines ou a la réorganisation des protéines dénaturées (Lee &
Vierling, 2000). Ces protéines sont généralement induites en cas de stress comme le
choc thermique, la sécheresse, le stress osmotic ou oxydatif (Stanley Kim et al., 2005,
Nakamoto & Vigh, 2007) mais elles peuvent également étre produites lors de
différentes étapes du développement de la plante comme la germination. C’est
d’ailleurs le cas des deux protéines sHSP que l'on a identifiées dans nos analyses
(Wang et al,, 2008). Le génome d’A. thaliana code pour 19 sHSP potentielles, divisées
en plusieurs classes selon leur localisation cellulaire. Les deux génes codant pour des
sHSP que I'on a identifiés dans notre étude font partie des protéines sHSP de classe I
(localisation cytoplasmique et/ou nucléaire).

La particularité de nos résultats concernant ces deux protéines est leur
répression suite a l'infection par le LMV, ce qui va a I'encontre des résultats qui

pourraient étre attendus puisque ces protéines sont généralement induites en cas de
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stress. Whitham et al. (2003) ont identifié une induction du géne HSP17.4 lors de
I'infection précoce par différents virus (TVCV, OrMV, CMV, PVX et TuMV), induction
débutant le premier jour post infection pour les deux Tobamovirus et entre le
troisieme et le cinquiéme jour pour les autres. Agudelo-Romero P. et al. (2008) ont
ont observé une induction du gene codant pour la protéine HSP17.6B lors d’'une

infection par le TEV, 21 jours post-infection.

e Comparaison avec d’autres études portant sur le phloéme

Afin de conforter nos résultats vis a vis de la spécificité au phloeme, nous
avons recherché si, dans les études portant sur le transcriptome de cellules
phloémiennes ou de séve élaborée d’A. thaliana ou le protéome de séve, certains
genes identifiés dans nos analyses transcriptomiques d’infection par le LMV étaient
également présents (Tableau 14). Ainsi nous avons détecté (mais pas toujours vérifié
par qPCR) des dérégulations dans I'expression des génes APR1, APS1, AT5G10380 et
AT1G75280 que Deeken et al. (2008) ont également identifiés dans les tissus
phloémiens microdisséqués. Nous avons également identifié des dérégulations
communes avec la banque d’ADNc issue de protoplastes de CC (Ivashikina et al,,
2003) pour les génes codant pour les sHSP: HSP17.4 et HSP17.6B mais aussi pour
une HSP plus grande, la protéine HSP81-1 et le géne AT1G14880 codant pour la
protéine PCR1 (Cadmium resistance protein 1). Nous avons également identifié 17
genes dont les transcrits ont déja été trouvés dans la séve d’A.thaliana correspondant
a un exsudat phloémien par Deeken et al. (2008), dont les genes APS1, PR1, PR5,
HSP17.4, BAG6, PCR2, HSP81-1. D’autres part, nous avons trouvé six genes codant
pour des protéines identifiées par Batailler et al. (2012) dans cette méme seve: les
protéines PR1, PR2, PR5, TCH4 (une xyloglucan-endotransglycosylase), DHAR2 (une
glutathione S-transférase) et une potentielle isoflavone réductase codée par le géne
AT1G75280. Nous avons également identifié des génes codant pour des protéines
détectées dans la seéve d’autres plantes, comme chez Brassica napus avec la protéine
DHAR2 (Giavalisco et al., 2006) et chez Cucurbita maxima avec les protéines LSU2,
HSP81-1, DHAR2 et une protéine de la famille des tyrosine-kinases codée par le géne

AT4G38470 (Lin et al., 2009).
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A. thaliana: Transcriptome Protéome
oenes Protoplastes CC Protopl(zl;\)stes ce phlgsrl:quele(i((:jnun) @ | seve® Seves
Virus LMV / / / /
£ o APR1 AT4G04610 - v
._;5 g Lsu2 AT5G24660 - C. maxima (3)
g’ E APS1 AT3G22890 - 4
5 PR1 AT2G14610 + v A. thaliana (4)
2 é BGL2(PR2) | AT3G57260 + A. thaliana
;;‘2-‘- ) PR5 AT1G75040 + v A. thaliana
a HSP17.4 AT3G46230 -
% HSP17.6B-ClI AT2G29500 -
BAG6 AT2G46240 - v
RING1 AT5G10380 + 4 4
PCR1 AT1G14880 + v 4
PCR2 AT1G14870 + v
HSP81-1 AT5G52640 = 4 v C. maxima
CAX1 AT2G38170 + v
Dic2 AT4G24570 + 4
§ RAP2-3 AT3G16770 + v
5 TCH4 AT5G57560 + v A. thaliana
BGL1 AT1G52400 - 4
ATFRO6 AT5G49730 - 4
A. thaliana, C.
DHAR2 AT1G75270 - maxima, B.
napus (5)
AT1G74450 AT1G74450 + 4
AT1G75280 AT1G75280 = 4 A. thaliana
AT4G38470 AT4G38470 - v C. maxima

Tableau 14: Comparaison entre les données obtenues par nos analyses et d'autres analyses
transcriptomiques ou protéomiques de cellules phloémiennes et de séve ou exsudat. (+) : Gene retrouvé
induit dans les expériences considérées; (-) Géne retrouvé réprimé dans les expériences considérées ;
(V') : Géne ou protéine présent dans les analyses considérées ; (1) (Ivashikina et al., 2003) ; (2) (Deeken et
al., 2008) ; (3) (Lin et al., 2009) ; (4) (Batailler et al., 2012) ; (5) (Giavalisco et al., 2006).

Ces différentes études ont identifié les composants (ARN ou protéines) des
cellules phloémiennes ou de la séve. Le fait que I'on retrouve également dans nos
résultats des genes précédemment identifiés comme étant présents dans les cellules
phloémiennes corrobore la spécificité de notre tri cellulaire. Cependant, la plupart de
ces éléments, étant abondants dans le phloéme, nous incite a rester prudent dans nos

conclusions.
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3. Etude transcriptomique de cellules compagnes de plantes infectées par le
TuYV

a. Analyse par RNAseq des expériences d'infection par le TuYV

e Comparaison des expériences analysées individuellement

Seules deux expériences (Exp2 et Exp3) ont été testées par séquencage a haut
débit pour le TuYV car I’échantillon contréle de I'expérience Exp1 s’est avéré dégradé
donc inutilisable, comme expliqué précédemment dans le Tableau 9 (page 97).

L’analyse des données de I'expérience Exp2 m’a permis d’identifier 136 génes
dérégulés dans les protoplastes de CC de plantes infectées par le TuYV par rapport a
des protoplastes de CC de plantes agro-inoculées avec le plasmide pBin vide, mais
seulement 90 dans l'expérience Exp3 (Figure 42A). Neuf genes dérégulés sont
communs a ces deux expériences, six sont induits et trois sont réprimés. Parmi les
genes induits, on observe notamment le gene BCAT4 (Branched-chain
aminotransferase 4) impliqué dans la voie de biosynthese des glucosinolates, le géne
AT3G15610 codant pour une transducine a domaine « WD40 repeat-like » et le géne
AT4G00780 codant pour une protéine a domaine TRAF-like.

e Analyse de la moyenne des valeurs obtenues lors des expériences de
RNAseq

Comme pour le LMV, nous avons calculé la moyenne des valeurs de log2ratio
(infectées/saines) des deux expériences. Cette analyse fait apparaitre 33
dérégulations dans des CC infectées par le TuYV, 24 inductions et 9 répressions

(Figure 42A). Ces dérégulations sont consignées dans le Tableau 15.

Geénes Description (ni Lr?r/rllva‘//ilsdéee ) (nor7r—rl;:/‘l/'sée ) log2FC | p-value ajustée
AT5G62998 / 65 0 -Inf 0,000807
AT4G05091 / 45 0 -Inf 0,013219
AT1G66553 / 45 0 -Inf 0,016504
AT4G19829 / 45 0 -Inf 0,016504
AT1G44941 / 41 0 -Inf 0,024517
AT5G01300 PEBP (phosphatidylethanolami.ne—binding protein) family 0 1 7,07 0,000557

protein
AT3G15605 / 170 3 -6,08 3,36E-05
AT4G28050 TET7 (tetraspanin 7) 45 1 -5,99 0,024307
AT3G45851 / 82 2 -5,61 0,009718
AT5G25840 Protein of unknown function (DUF1677), 85 2 -5,33 0,024307
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AT3G16670 Pollen Ole e 1 allergen and extensin family protein 231 8 -4,91 0,000440
AT2G31141 / 166 10 -4,06 0,005657
ATCG00560 PSBL (photosystem Il reaction center protein L) 1069 158 -2,76 0,018469
AT3G60318 / 409 79 -2,37 0,023088
AT3G19710 BCAT4 (Branched-chain aminotransferase4) 436 2538 2,54 0,013210
AT1G64370 / 202 1464 2,86 0,005468
AT3G02020 AK3 (aspartate kinase 3) 70 510 2,87 0,015906
AT1G78370 GSTU20 (Glutathione S-transferase Tau 20) 189 1414 2,90 0,004173
AT5G18600 Thioredoxin superfamily protein 28 253 3,18 0,033209
AT1G16410 CYP79F1 (cytochrome P450 79F1) 30 304 3,34 0,017903
AT4G03060 AOP2 (alkenyl hydroxalkyl producing 2) 240 2859 3,58 3,67E-05
AT1G06830 Glutaredoxin family protein 9 172 4,32 0,005468
AT1G72600 hydroxyproline-rich glycoprotein family protein 2 79 5,40 0,015475
AT3G15610 Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein 1 139 7,21 0,000509
AT5G42053 / 0 94 Inf 0,001215
AT3G12835 / 0 102 Inf 0,001397
AT1G18220 ATPUP9 (purine permease 9) 0 67 Inf 0,005657
AT1G53542 / 0 54 Inf 0,013210
AT5G57181 / 0 49 Inf 0,014503
AT4G09840 / 0 44 Inf 0,022226
AT1G17560 HLL, HUELLENLOS 0 45 Inf 0,027576
AT1G28281 / 0 42 Inf 0,027576
AT2G41082 / 0 40 Inf 0,034785
Tableau 15 : Tableau regroupant les génes dérégulés dans les protoplastes de CC infectés
par le TuYV, identifiés par RNAseq pour la moyenne des deux répétitions (33 génes). Le nombre de
« reads » est indiqué pour chaque gene pour les conditions sain et infecté. Le différentiel d’expression
estindiqué par le log2ratio de ces deux valeurs (FDR < 5%). En rouge figurent les génes qui seront testés
par qPCR. Log2FC : Log2FoldChange.

b. Analyse par puces CATMA des expériences d’infections par le TuYV

e Comparaison des expériences analysées individuellement

Les ARN provenant de trois expériences de CC de plantes infectées par le TuYV
ont été analysés par hybridation sur puces CATMA (Exp1, Exp3 et Exp4). On retrouve
respectivement 161, 631 et 86 dérégulations pour ces trois répétitions individuelles
(Figure 42A). Comme pour le LMV, on constate un nombre tres important de genes
dérégulés dans | ‘expérience Exp3. 26 génes sont retrouvés uniquement dans les
expériences Expl et Exp3, 8 uniquement dans les expériences Expl et Exp4 et 29
uniquement dans les expériences Exp3 et Exp4. Parmi ces génes communs, quatre
sont présents dans les trois expériences. Il s’agit des génes LSUZ, LSU3 déja vus
précédemment chez le LMV, le géne CYP704B1 codant pour un cytochrome P450
impliqué dans la syntheése de la sporopollénine (composant majeur de la paroi du
pollen) (Dobritsa et al., 2009) et le gene TCH4 codant pour une enzyme modifiant la

paroi cellulaire en réponse a des stimuli environnementaux.
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e Analyse de la moyenne des valeurs obtenues lors des expériences de
uces CATMA

En considérant la moyenne des valeurs de log2ratio (infectées/saines) des
dérégulations des trois expériences, 26 genes dérégulés sont identifiés lors de
I'infection des CC par le TuYV, 12 sont réprimés et 14 sont induits (Figure 42C). Ces

dérégulations sont regroupées dans le Tableau 16.

Intensités Intensités log2ratio
Geénes Description TuYV PBIN vide (/TuYY//pBIN Pvalue
vide)
AT2G01021 / 8,97 9,64 -0,67 2,19E-5
AT1G23650 / 7,90 8,52 -0,62 3,67E-4
AT2G05530 Glycine-rich protein 9,62 10,23 -0,61 5,84E-4
ATCG00340 PSAB 8,35 8,97 -0,61 6,53E-4
AT2G21660 GRP7 (Glycine rich protein 7) 7,59 8,20 -0,61 7,34E-4
AT2G05380 GRP3S (Glycine-rich protein 3 short isoform) 10,33 10,94 -0,61 8,44E-4
AT2G16586 / 8,80 9,37 -0,57 4,77€-3
AT2G24180 CYP71B6 (Cytochrome P450 71B6) 7,30 7,86 -0,56 9,07E-3
AT2G22660 Protein of unknown function (DUF1399) 8,34 8,90 -0,56 1,06E-2
AT4G35630 PSAT (Phosphoserine aminotransferase) 8,17 8,71 -0,55 1,67E-2
AT2G05520 GRP-3 (Glycine-rich protein 3) 10,46 11,00 -0,54 1,81E-2
AT1G59510 CF9 (Carbohydrate-binding protein) 8,02 8,56 -0,53 3,37E-2
AT2G46240 BAG6 (BCL-2-associated athanogene 6) 9,89 9,36 0,53 4,44E-2
AT1G24030 protein kinase family protein 7,94 7,42 0,53 3,97E-2
AT4G12400 HOP3 9,15 8,60 0,54 1,95€-2
AT3G19710 BCAT4 (Branched-chain aminotransferase4) 7,67 7,11 0,56 8,84E-3
AT1G68250 / 7,68 7,10 0,58 3,80E-3
AT3G26060 ATPRX Q (peroxiredoxin Q) 8,99 8,41 0,58 3,21E-3
AT5G20240 Pl (PISTILLATA) 7,79 7,21 0,58 2,84E-3
AT1G07350 SR45A (serine/arginine rich-like protein 45A) 9,71 9,11 0,60 1,10€-3
AT1G78370 GSTU20 (Glutathione S-transferase Tau 20) 7,50 6,88 0,62 3,67E-4
AT4G24390 AFB4 (auxin signaling F-BOX 4) 10,11 9,49 0,62 3,01E-4
AT1G66090 TIR-NBS class of disease resistance protein 10,94 10,26 0,69 8,41E-3
AT5G23035 DEFL (defensin-like protein) 7,30 6,57 0,73 1,25€-3
AT5G25980 TGG2 (myrosinase 2) 8,23 7,48 0,75 1,79€-7
AT5G26000 TGG1 (myrosinase 1) 9,68 8,64 1,04 0,00E+0
Tableau 16 : Tableau regroupant les genes dérégulés dans les protoplastes de CC infectés par le

TuYV, identifiés par puces CATMA. Les intensités de fluorescence moyennes de chaque sonde sont
indiquées pour les deux conditions, sain et infecté, ainsi que le log2ratio de ces deux valeurs qui nous
permet d’évaluer une différence d’expression. En rouge se retrouvent les génes qui seront testés pour la
validation.
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A RNAseq CATMA
Exp1: 160
Exp2 136 | 87 (49
Exp3 9 | 73 |17

Communs Exp2-3| 9 6 |3

Expl 160 | 48 |112
Exp3 631 | 343 | 288
Exp4 8 | 12 | 74

Communs Exp1-3| 26 | 14 | 12
Communs Expl-4| 8 1 7
Communs Exp3-4| 29 | 15 | 14

Exp2: 136 Exp3: 90 Exp4: 86 Exp3: 631 Communs 2 5
Expl-3-4 4

B Exp3
CATMA | 631 | 343 | 288
RNAseq | 90 | 73 | 17
Communs| 19 | 18 1

RNAseq: 90 CATMA: 631
C Moyenne

CATMA | 26 | 14|12
RNAseq | 33 [24] 9

Communs| 2 210

RNAseq: 33 CATMA: 26

Figure 42 : (A) Représentation par diagramme de Venn du nombre de genes dérégulés lors de trois
expériences d’infection par le TuYV, analysés par RNAseq (Exp1, Exp2, Exp3) ou puces CATMA (Exp1,
Exp3, Exp4). Le nombre de genes induits ou réprimés est indiqué dans les tableaux par (+) et (-)
respectivement. (B) Comparaison des genes dérégulés lors de I'infection par le TuYV pour I'expérience
Exp3, entre les deux techniques. (C) Comparaison des genes dérégulés lors de l'infection par le TuYV
pour la (moyenne des valeurs), entre les deux techniques.
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c. Comparaison des résultats obtenus par les deux technologies

e Comparaison des expériences analysées individuellement

Pour le TuYV, il n'y a qu'une seule expérience (Exp3) qui a été traitée par les
deux technologies de RNAseq et puces CATMA. 90 genes dérégulés ont été identifiés
par RNAseq et 631 par puces CATMA (Figure 42B). 19 dérégulations sont communes
entre ces deux technologies comme par exemple des genes impliqués dans la
biosynthese des glucosinolates, les genes CYP79F1, BCAT4, génes GSTUZ20 (glutathione
S-transferase TAU 20) et AOP2Z ou également d’autres genes comme le gene

AT1G06830, codant pour une glutarédoxine.

e Analyse de la moyenne des deux technologies

Quand on compare les valeurs moyennes des expériences analysées soit par
RNAseq (33 dérégulations) soit par puces CATMA (26 dérégulations), seuls 2 génes
sont retrouvés dans les deux jeux de données, les genes BCAT4 et GSTUZ0. Tous deux

sont induits lors de I'infection par le TuYV (Figure 42C).

Au final, nous avons identifié 57 génes dérégulés dans les protoplastes de CC
infectées par le TuYV, 31 induits, 26 réprimés par l'infection. Un tableau nommé
TuYVtot récapitulant 'ensemble des génes dérégulés avec leur description et les trois
catégories d’ontologie (processus biologiques, fonctions moléculaires et composants

cellulaires) est donné en Annexe 5.

d. Analyse de I'’enrichissement en termes d’ontologie des échantillons infectés
par le TuYV

Les tableaux récapitulant les termes de GO enrichis et leur pourcentage
d’enrichissement sont en annexe a la fin du manuscrit (Annexe 6 pour le RNAseq et

Annexe 7 pour les puces CATMA).

* RNAseq

Quand on considere les expériences de maniére individuelle, on remarque que
les enrichissements en GO varient fortement entre les deux expériences Exp2 et Exp3,

il y a donc, comme pour les infections avec le LMV, un probléme de reproductibilité.
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L’échantillon de I'expérience Exp2 est enrichi en genes impliqués dans les processus
de mort cellulaire, de photosynthése, de métabolisme des glucosinolates et des
composés soufrés. Etonnamment, I’échantillon de I'expérience Exp3 et la liste de
geénes obtenue en traitant les valeurs moyennes des deux expériences de RNAseq en
moyenne, ne présentent pas d’enrichissements de maniere significative en génes
appartenant a des processus biologiques communs. On observe néanmoins dans ces
jeux de données, la présence de genes identifiés dans la biosynthése des

glucosinolates.

¢ Puces CATMA

Etant donné la forte variabilité entre les échantillons des expériences Expl,
Exp3 et Exp4 analysées par puces CATMA, les enrichissements en termes de GO ne
sont pas homogenes entre eux. Cependant, on observe dans les trois expériences, un
enrichissement en génes impliqués dans la réponse a différents stress et dans la
photosynthese. Ce processus est d’ailleurs trés majoritaire dans I’échantillon de
I'expérience Exp4. Les expériences Expl et Exp3 présentent également un
enrichissement en genes intervenant dans le métabolisme secondaire. Dans
I’échantillon de I'expérience Exp3, les genes impliqués dans les métabolismes des
glucosinolates et des composés soufrés sont également fortement représentés. En ce
qui concerne la liste des genes TuYVcat (page 130) I'enrichissement en termes de GO

concerne le métabolisme des glucosinolates.

e Comparaison des enrichissements en termes de GO obtenus par analyse
par RNAseq et par puces CATMA

Les enrichissements en termes de GO pour I'expérience Exp3 ne sont pas
comparables pour les deux technologies car on n’a identifié aucun enrichissement
dans cette expérience analysée par RNAseq. Par contre, la comparaison des valeurs
moyennes des expériences analysées, soit par RNAseq, soit par puces CATMA, met en
évidence comme précédemment un enrichissement des génes appartenant a la voie

de biosynthese des glucosinolates.
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e. Validation de la dérégulation de certains génes candidats par gPCR

Afin de confirmer les dérégulations observées par les deux technologies de
séquencage a haut débit et de puces CATMA, j'ai sélectionné certains genes pour
lesquels j’ai analysé leur expression par qPCR. Ces analyses ont été effectuées sur les
mémes échantillons d’ARN que celles effectuées par RNAseq et puces CATMA c’est a
dire les expériences Exp1, Exp3 et Exp4 mais également sur des ARN de deux autres

expériences supplémentaires: Exp5 et Exp6.

Mon choix s’est tourné en premier vers la voie de biosynthese des
glucosinolates qui a été clairement mise en évidence par les analyses
d’enrichissement. J’ai testé neuf genes impliqués dans cette voie, les genes CYP79F1,
GSTU20, AOP2, BCAT4, TGG1 et TGGZ2 de la liste TuYVtot (Annexe 5) et les génes
CYP79B2, IMS2, MAM1 qui ne sont trouvés dérégulés que dans I'analyse par RNAseq
avec un FDR plus élevé (10 %). Tous ces génes sont surexprimés dans nos analyses a
haut débit. Les expériences de qPCR confirment une surexpression de ces génes dans
les protoplastes de CC lors de I'infection par le TuYV et ceci, dans les cinq expériences
indépendantes hormis dans l'expérience Expl pour les génes CYP79F1 et IMS2 et
dans I'expérience Exp6 pour le gene GSTUZ20 ou I'expression des genes en question ne
varie pas (Figure 43A). Méme les genes sélectionnés avec des critéres plus souples,
c’'est-a-dire les génes CYP79B2, IMS2 et MAM1 présentent une nette augmentation
d’expression en présence du virus. Par contre, les génes TGG1 et TGGZ ne répondent
pas de maniere homogene dans toutes les expériences. Alors que dans nos analyses
de puces CATMA, ces deux genes étaient assez largement induits, seule 'expérience
Exp3 marque une forte induction du gene dans les analyses par qPCR. Dans les quatre
autres expériences indépendantes, ces genes sont soit réprimés (Exp1, Exp5 et Exp6)
soit inchangés (géne TGGZ2 dans I'Exp6) soit faiblement induits dans I'expérience

Exp4.
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Métabolisme des glucosinolates

A CYP79F1 GSTU20 AOP2
1,0 1,0 -
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=
=
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Figure 43 : Taux d’expression mesuré par qPCR, de certains génes identifiés par RNAseq et
puces CATMA dans les expériences Exp1, Exp3, Exp4, Exp5 et Exp6. Les valeurs d’expression
ont été normalisées par rapport a ’échantillon infecté (rouge). Le controle négatif (pBIN vide ) est
représenté en blanc. (A) Génes impliqués dans le métabolisme des glucosinolates. (B) Genes co-
régulés avec les genes SUC2, AHA3 et PP2-A1.

Trois genes identifiés par nos analyses sont co-régulés dans un méme réseau
de co-régulation ATTED-II comprenant aussi des genes spécifiques des CC comme les
genes SUCZ, PP2-A1 et AHA3 (en vert dans la Figure 44A). 1l s’agit des génes
AT5G18600, AT1G64370 (en rouge dans la Figure 44A) et AT4G00780 (en rose dans la
Figure 444, identifié uniquement dans I'expérience Exp3) qui, testés en qPCR, sont
tous induits lors de linfection par le TuYV (Figure 43B), mis a part dans les

expériences Exp5 et Exp6 ou le gene AT1G18600 ne varie pas et ou le gene
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AT1G64370 est réprimé uniquement dans l'expérience Exp6, contrairement aux

autres expériences et aux analyses transcriptomiques.

suc2 (sucrose-proton
symporter 2); AHA3 (H(+)-
ATPase 3); PP2-A1 (phloem
protein 2-Al; XIP1 (xylem
intermixed with phloem 1)

AT4G34560

AT4G00780 AT1G23130

‘AT5618600’

BAG6 (BCL-2-
associated athanogene
6); HSFA2 (heat shock
transcription factor 2);
HSP (heat-shock
protein)

Figure 44 : Réseaux de co-régulation de génes (ATTED-II). Les génes entourés de rouge sont des
génes que nous avons identifies comme dérégulés dans nos analyses et validés par qPCR. Les genes
entourés de rose ont également été détectés dans nos analyses mais uniquement dans I'expérience
Exp3. Les genes entourés de vert sont des génes spécifiques du phloeme qui ne sont dérégulés par le
TuYV.

Deux autres genes se retrouvent aussi induits dans un réseau ATTED-II

commun (Figure 44B): le géne BAG6 qui joue un role dans le processus de mort
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cellulaire programmée et le gene HSFAZ, un facteur de transcription impliqué dans la
réponse aux stress. Ces génes sont assez largement surexprimés dans toutes les
expériences sauf dans I'expérience Exp1 ou leur expression est diminuée par rapport

aux échantillons controles (Figure 45A).

A BAG6 15 __J_E HSEA2

2,0 -—:l-lg

1,5 1,0

1,0 1

0,5 T

0,5 1

0,0 0,0 +
Expl Exp3 Exp4 Exp5 Exp6 Expl Exp3 Exp4 Exp5 Exp6

B | 21 4 * AT5G23035
==
3 3
1 2 2 _|_
1 1 J_

0 0 - 0 T T
Expl Exp3 Exp4 Exp5 Exp6 Expl Exp3 Exp4 Exp5 Exp6 Exp1l Exp3 Exp4
AT1G06830 GRP7

1- 47

3 -
0,5 2
1 -

0 - T T T 0 -

Expl Exp3 Exp4 Exp6 Expl Exp3 Exp4 Exp5 Exp6

Figure 45: Taux d’expression mesuré par qPCR, de certains génes identifiés par RNAseq et
puces CATMA dans les expériences Exp1, Exp3, Exp4, Exp5 et Exp6. Les valeurs d’expression ont
été normalisées par rapport au contrdle négatif pBIN vide, (blanc). L’échantillon infecté (rouge) est
représenté en rouge. (A) Genes de stress co-régulés. (B) Autres génes.

Parmi I'ensemble des genes dérégulés par le TuYV, jai choisi d’autres génes
qui pourraient étre potentiellement intéressants: le gene AT3G15610 cité
précédemment, codant pour la transducine, les genes AT1G66090 de la famille des
genes TIR-NBS, et AT5G23035 codant pour des protéines de défense, le géne
AT1G06830 codant pour une glutarédoxine et le géne GRP7 codant pour une protéine
riche en glycine et seul gene réprimé dans les analyses transcriptomiques. Les
analyses par qPCR (Figure 45B) confirment que les genes AT3G15610, AT1G66090 et
AT1G06830 sont effectivement surexprimés dans les CC pendant l'infection par le

TuYV, au moins dans quatre expériences sur quatre ou cing. Quant a I'expression du
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gene AT5G23035, elle n’a pu étre mesurée que dans trois expériences (Exp1, Exp3 et
Exp4). Elle confirme la surexpression identifiée dans les études transcriptomiques,
sauf dans l'expérience Exp3 ou elle ne varie pas. Ces quatre derniers genes
constituent donc un pool de génes dont le réole dans l'infection pourra étre étudié.
Enfin le gene GRP7 a aussi été analysé mais, alors qu'’il était réprimé dans les analyses
a haut débit, seule I'expérience Exp3 confirme ces résultats. Les analyses des autres

expériences par qPCR montrent une tres nette induction de ce gene.

Ces résultats de qPCR sont résumés dans le tableau ci-dessous.

Génes RNAseq CZI,IFC&Z aPer
Expl Exp3 Exp4 Exp5 Exp6
CYP79F1 AT1G16410 + + + + / +
GSTU20 AT1G78370 + + + + + + =
AOP2 AT4G03060 + + + + + +
2 BCAT4 AT3G19710 + + + + + + +
fi‘é CYP79B2 AT4G39950 [FDR:I()%J + + + + +
@
§ IMS2 AT5G23020 " - + + + +
< (FDR<10%)
MAM1 AT5G23010 [FDR:I()%J + + + + +
TGG1 AT5G26000 + - + +
TGG2 AT5G25980 + - + + - =
AT1G64370 AT1G64370 + + + + /
glutaredoxine AT5G18600 + + + + = =
TRAF-like AT4G00780 + (Exp3) | + (Exp3) + + n / +
HSFA2 AT2G26150 + - + + + +
§ BAG6 AT2G46240 + - + + + +
3 AT3G15610 AT3G15610 + + + + + =
TIR-NBS class AT1G66090 + - + + + +
AT5G23035 AT5G23035 + + + + / /
AT1G06830 AT1G06830 + + + + / +
GRP7 AT2G21660 - + - + + +

Tableau 17 : Validation par PCR quantitative, des variations d’expression de certains génes
identifiés aprés analyse par RNAseq et/ou puces CATMA, lors d’'une infection par le TuYV
dans des protoplastes de cellules compagnes. (+) : Induction de I'expression ; (-) : Répression de
I'expression; (=): pas de changement d’expression entre les deux conditions; /: pas
d’amplification ; (FDR<10%) : Génes dérégulés en considérant une valeur de FDR <10% ; (Exp3):
génes dérégulés uniquement dans I'expérience Exp3.
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f. Etude des génes dérégulés par le TuYV et discussion

e Activation de la voie des glucosinolates en réponse a l'infection par le
Tu¥YV ?

Les glucosinolates (GS) représentent un groupe de métabolites secondaires
dérivés d’acides aminés soufrés. Ils sont caractéristiques de 'ordre des Brassicales et
sont impliqués dans la défense contre les herbivores et les insectes (Halkier &
Gershenzon, 2006). Suite a une blessure, les GS contenus dans la vacuole sont libérés
et entrent en contact avec des myrosinases comme les protéines TGG1 et TGG2
(Wittstock & Burow, 2010). Celles-ci vont les dégrader pour former des composés
volatiles (isothiocyanates et nitriles) qui agissent comme répulsifs actifs contre les
insectes et les herbivores (Rask et al., 2000). L’'interaction entre les GS et les
myrosinases dépend des groupements sulfate portés par les GS (Ratzka et al., 2002).
I[Is forment trois groupes selon les acides aminés qui les constituent: les GS
aliphatiques, indoliques et benzéniques (Sonderby et al.,, 2010). Leur biosynthese
peut étre divisée en trois phases distinctes: élongation de la chaine a partir de
certains acides aminés (méthionine et phénylalanine), formation du noyau du GS et
modifications secondaires des chaines latérales (Figure 46). Les genes BCAT4
(Branched-chain amino acid aminotransferase 4), MAM1 (Méthylthioalkylmalate
synthase 1) et IMSZ (également nommé MAM3 ou MAML, MAM-like) interviennent
dans la premiere de ces étapes. La protéine BCAT4 permet la désamination de la
méthionine en un oxoacide (Schuster et al., 2006) qui va étre condensé avec I'acétyl-
coenzyme A par les enzymes MAM1 ou IMS2 (Field et al.,, 2004, Textor et al., 2007).
Les genes CYP79 jouent un role dans la formation du noyau du GS: le cytochrome
P450 CYP79B2 catalyse avec son homologue CYP79B3 la conversion du tryptophane
en I0Ax (indole-3-acetaldoxime) (Mikkelsen et al., 2000) et le cytochrome CYP79F1
permet la synthese de courtes chaines de dérivés de la méthionine (Reintanz et al.,
2001). La protéine GSTU20 interviendrait également dans cette deuxieme étape en
catalysant une des réactions de la formation du noyau. La protéine AOP2 intervient
dans la troisiéeme étape de modifications secondaires en permettant la conversion de

méthylsulfinylalkyl en alkenyl GS (Neal et al., 2010).
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Figure 46 : Voies de synthése des glucosinolates (GS) et dosage de certains métabolites . (A)
Synthése de GS aliphatiques a partir de la méthionine. (B) Synthése de GS indoliques a partir du
tryptophane. Les enzymes dont les transcrits sont induits par le TuYV dans les protoplastes de CC sont
indiquées en orange.

O Composés testés O Accumulation plus importante uniquement dans Col0 infectés

O Accumulation plus importante dans Col0 et C24 infectés . Accumulation plus importante uniquement dans C24 infectés
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Ces différents génes impliqués dans la syntheése des GS sont surexprimés dans
les protoplastes de CC lors de l'infection par le TuYV. Cette voie pourrait donc étre
une voie de défense contre le TuYV. Plusieurs études ont montré que d’autres virus

provoquent également des dérégulations dans cette voie (Tableau 18).

A. thaliana: Transcriptome
genes Protog(l:astes Feuilles de plantes infectées
Virus TuYv AT_:_?/7 TuMV | PPV [ CMV | TCV | TMV | TRV | CalCuV
(1) (2) | By @ | (B)]| (6 | (7] (8)
9 CYP79F1 AT1G16410 + - + -
% GSTU20 AT1G78370 + - -
.g AOP2 AT4G03060 + - -
g BCAT4 AT3G19710 + - -
TIR-NBS | AT1666090 + +
class
TGG1 AT5G26000 + -
TGG2 AT5G25980 + -
HOP3 AT4G12400 + -
GRP7 AT2G21660 - + +
AK3 AT3G02020 + - + -
GRP3 AT2G05520 - + +
AT2G22660 | AT2G22660 - + +
PSAT AT4G35630 - + +
TET7 AT4G28050 - -
g GRP3S | AT2G05380 - + + +
= AT2G05530 | AT2G05530 - +
AT1G24030 | AT1G24030 + -
AT1G07350 | AT1G07350 + - +
AT1G72600 | AT1G72600 + +
AT3G16670 | AT3G16670 - - - -
CYP71B6 AT2G24180 - + +
PRX Q AT3G26060 + - -
AT5G25840 | AT5G25840 - +
AT5G18600 | AT5G18600 + -
AT3G15610 | AT3G15610 + +
AT1G06830 | AT1G06830 + -

Tableau 18: Comparaison entre les données obtenues par nos analyses
transcriptomiques et d'autres analyses transcriptomique ou protéomiques de
cellules phloémiennes et de séve (ou exsudat). (+): Gene induit dans les
expériences considérées; (-) Gene réprimé dans les expériences considérées; (1)
(Agudelo-Romero et al,, 2008); (2) (Yang et al, 2007); (3) (Babu et al.,2008); (4)
(Marathe et al., 2004) ; (5) NCBI GEO accession GSE29387 ; (6) (Espinoza et al.,, 2007) ;
(7) NCBI GEO accession GSE15557 ; (8) (Ascencio-Ibanez et al., 2008).
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Le Potyvirus TuMV (Yang et al,, 2007) et le Geminivirus CaLCuV (Ascencio-
Ibanez et al., 2008) induisent une répression de certains de ces geénes: CYP79F1,
GSTU20, AOP2, BCAT4 ainsi que le géne TGG2 en plus pour le CaLCuV. Le gene codant
pour la protéine CYP79F1 est surexprimé suite a une infection par le PPV (Babu et al.,
2008) et celui codant pour la protéine TGG1 est réprimé suite a une infection par le
TCV (NCBI GEO accession GSE29387, non publié).

Afin de confirmer le role de ces genes dans l'infection par le TuYV, un certain
nombre de mutants d’A. thaliana touchés dans ces genes a été infecté et le titre viral
analysé par ELISA. Des A. thaliana simples mutants dans les génes TGG1 et TGG2
(Islam et al., 2009), BCAT4 (SALK_020775C, insertion dans promoteur), CYP79F1
(SALK_075469C, insertion dans promoteur), CYP79B2 (SALK 130570C et
SALK 113348C, insertions dans exon 1 et 2) et AOPZ (Neal et al., 2010) ainsi que des
doubles mutants tgg1/tgg2 (Islam et al., 2009), bcat3/bcat4 (GK-039C02-030268,
insertions dans exons) ont été testés vis a vis de l'infection par le TuYV. Aucun
changement significatif dans 'accumulation du virus dans les feuilles systémiques n’a
été observé mais ces expériences d’infection doivent étre reproduites avant de
pouvoir confirmer définitivement (expériences réalisées par les Drs. V. Brault pour
les mutants tgg et B. Monsion pour les autres mutants). D’autres mutants cyp79f1,
cyp79f2 et cyp79f1/cyp79f2 (Tantikanjana et al, 2004) vont étre prochainement
testés au laboratoire.

Nos résultats ayant montré que la voie de biosynthese des glucosinolates
pouvait étre impactée lors de 'infection par le TuYV, un dosage de 24 glucosinolates a
été effectué par chromatographie en phase liquide ultra-performance couplée a la
spectrométrie de masse (UP)LC-MS/MS, sur des plantes (Col0 et C24) infectées par le
TuYV par rapport a des plantes saines ou infiltrées avec le vecteur vide (tests réalisés
par le Dr. R. Lugan, Plateforme de métabolomique, IBMP). Des résultats préliminaires
montrent que la plupart des composés testés s’accumulent significativement lors de
I'infection par le virus (Figure 47). On observe néanmoins des différences
d’accumulation de certains GS entre les deux écotypes (glucuraphanine, gluconapine,
8-méthylthiooctyl glucosinolate par exemple) mais les tendances globales restent les
mémes. C’est principalement la voie de synthese des GS a partir de la méthionine (GS
aliphatique) qui est affectée par 'infection : les composés formés a partir d’homo- de

di- et de triméthionine (sinigrine, progoitrine et glucobrassicanapine) s’accumulent
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plus fortement lors de l'infection dans Col0 et C24 (Figure 46). Rappelons que les
enzymes participant aux premieres étapes de la synthése de ces GS sont notamment
les enzymes codées par les génes MAM1, IMSZ2 pour I'élongation de la chaine d’acides
aminés et BCAT4 et CYP79F1 pour la formation du noyau, genes dont I'expression a
été trouvée induite lors de nos études transcriptomiques. Certains composés formés a
partir du tryptophane (GS indolique) s’accumulent également dans l'infection par le
TuYV dans Col0 (glucobrassicine, 4-méthoxyglucobrassicine)(Figure 46). Cette voie
fait intervenir notamment I'’enzyme CYP79B2, induite dans nos analyses. Ces résultats
trés encourageants doivent étre confirmés pour pouvoir réellement démontrer
I'implication de la voie des glucosinolates dans la réponse de la plante a I'infection par

le TuYV.
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Syntheése de sinigrine (GS aliphatique)
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Figure 47 : Exemple d’accumulation de différents composés de la voie de biosynthése des
glucosinolates. Les graphiques montrent des différences relatives entre les échantillons, exprimées en
unité arbitraire (surface des pics). Les histogrammes jaunes représentent les échantillons de plantes
Col0 infectées par le TuYV et les histogramme orange, ceux de plantes C24 infectées par le TuYV. Les
plantes controles « Ctrl » sont des plantes saines et les plantes VV ont été infiltrées par le vecteur vide.
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e Induction de certains génes de stress

Le gene AT5G18600 code pour une glutarédoxine monothiol, une
oxydoréductase qui permet le transfert d’électrons du glutathion (GSH) vers des
résidus-cystéines oxydés. La majorité des glutarédoxines d’A. thaliana (17 sur 21)
interagissent avec les facteurs de transcription TGA2 dans le systeme de double-
hybride dans la levure (Zander et al., 2012). Rappelons que cette famille de facteurs
de transcription est notamment impliquée dans le mécanisme de SAR, comme nous
I'avons vu dans la partie transcriptomique traitant du LMV. Cette voie de co-
régulation pourrait donc étre une réponse supplémentaire de la plante a l'infection
par le TuYV, spécifique des cellules phloémiennes car les geénes AT1G64370,
AT5G18600 et AT4G00780 sont également co-régulés avec les genes SUCZ, AHA3 et
PP2-A1 spécifiques du phloéme. Le geéne AT1G64370 code pour une protéine
hypothétique qui n’a pas encore été caractérisée. On peut également noter que le
gene AT4G00780 code pour une protéine de la famille des TRAF-like (TNF receptor
associated factors) dont la fonction reste inconnue pour le moment. Quant au géne
AT5G18600 codant pour la glutarédoxine, il a été retrouvé réprimé suite a une

infection par le Potyvirus PPV (Babu et al., 2008) (Tableau 18).

Le gene BAG6 (BCL-2-associated athanogene 6) code pour une protéine dont
les protéines homologues chez les mammiferes régulent 'apoptose. Chez A. thaliana,
cette protéine joue le méme role de régulation dans les processus de mort cellulaire
provoqués par des attaques de pathogénes, de stress abiotiques et du développement.
L’expression de ce gene est induite par le facteur de transcription HSFA2 (Nishizawa
et al.,, 2006) dont le gene est également surexprimé dans les CC infectées par le TuYV.

Le géne HSFAZ (heat stress transcription factor) code pour un facteur de
transcription qui permet la régulation de l'induction du systéme de défense de la
plante en réponse a différents stress environnementaux. Son expression est elle-
méme inductible par la chaleur (Schramm et al., 2006, Nishizawa et al., 2006).

Des A. thaliana mutants dans les génes HSFAZ2 (SALK_008978C, insertion dans
exon 2) et BAG6 (SALK_047959C, insertion dans exon) ont été infectés par le TuYV

pour étudier un effet éventuel de ces mutations sur I'accumulation du virus. Aucune
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différence notable n’a été observée mais cette expérience devra étre répétée (Dr. B.

Monsion).

e Comparaison avec d’autres études (Tableau 19)

Quelques genes identifiés dans notre étude ont également été détectés dans
d’autres études transcriptomiques ou protéomiques de tissus phloémiens ou de seve
élaborée. Ainsi Deeken et al. (2008) ont identifié les ARNm des genes GSTUZ20 et
BCAT4 dans les tissus phloémiens microdisséqués d’A. thaliana et Ivashikina et al.
(2003), ceux des genes AT1G64370 et TGG1 dans leur banque de protoplastes de CC.
Par contre, aucun géne commun n’a été identifié avec le « translatome » de CC de
Mustroph et al. (2009b). Dans des exsudats d’A. thaliana, Deeken et al. (2008) ont
détecté les transcrits des genes BCAT4, BAG6, TGG1,TGGZ et Batailler et al. (2012), les
protéines GSTU20 et BCAT4. Dans la séve de B. napus, Giavalisco et al. (2006) ont

également trouvé la protéine codée par le géne AT1G64370, de fonction inconnue.

A. thaliana: Transcriptome Protéome
Genes Protoplastes CC | Protoplastes cC " ph|§§r|:1uele(i((:jl\ljl) @ | Seve @ Siﬁ:‘/:cstgzg
Virus TuyVv / / / /
g GSTU20 | AT1G78370 + v A. thaliana ®
% BCAT4 | AT3G19710 + v v A. thaliana
§ BAG6 AT2G46240 + v
© T’Z’g’;’fs AT1G66090 + v
TGG1 AT5G26000 + v v
7GG2 AT5G25980 + v
HoP3 AT4G12400 + v
GRP7 AT2G21660 . v v
AK3 AT3G02020 + v
Ej GRP3 AT2G05520 - v
< AT2G22660 | AT2G22660 - v
PSAT AT4G35630 - v
AT1G64370 | AT1G64370 + v B. napus
AT3G15610 | AT3G15610 + v ¢. maxima
AT1G06830 | AT1G06830 + v v

exsudat). (+):

Tableau 19 : Comparaison entre les données obtenues par nos analyses transcriptomiques et
d'autres analyses transcriptomique ou protéomiques de cellules phloémiennes et de séve (ou
Gene induit dans les expériences considérées; (-) Gene réprimé dans les expériences
considérées; (V): Géne présent dans les analyses considérées; (1) (Ivashikina et al, 2003), (2)
(Deeken et al., 2008), (3) (Batailler et al., 2012), (4) (Giavalisco et al., 2006), (5) (Lin et al., 2009).

4. Comparaison des résultats obtenus pour le LMV et le TuYV
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a. Comparaison directe sur puces CATMA

Afin d’exploiter au maximum nos résultats, j’ai comparé directement des
échantillons de CC infectées par le LMV et le TuYV sur puces CATMA pour les
expériences Expl et Exp3. L’analyse des données a été effectuée individuellement
pour chaque expérience mais aussi en traitant les données comme répétitions
biologiques. Les deux échantillons de CC de plantes infectées par les virus sont
comparés directement sur puces, sans comparer les échantillons a leur témoin négatif
respectifs. L’Expl présente 199 genes différentiellement exprimés entre des CC
infectées par le TuYV et le LMV, 'Exp3, 88. Dix genes sont communs a ces deux
expériences (Figure 48). Quand on considére les valeurs moyennes des deux
expériences, on identifie 35 genes différentiellement exprimés (Tableau 20).

Les résultats de cette comparaison sont a prendre avec d’infinies précautions.
En effet, le mode d’infection des deux virus étant différent, certaines dérégulations
peuvent provenir du mode d’inoculation et non pas étre induits par l'infection

spécifique de chaque virus.

LMV/TuYV directe CATMA LMV/TuYV
A B
189 10 78 71 5 61
Exp1:199 Exp3: 88 LMV:103 TuYV: 57

Figure 48 : Représentation par des diagrammes de Venn du nombre de génes dérégulés par
le LMV et le TuYV en comparaison directe sur puces CATMA (A) ou en comparant directement les
listes de génes (LMVtot et TuYVtot) issues des analyses transcriptomiques précédentes (B).

fonction Mol FoGO TuYV | LMV | Ratio Pval

protease inhibitor/lipid transfer protein (LTP)

AT3G22600 . X
family protein

lipid transport 10,13 | 11,49 | -1,35 0,00E+0
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AT1G09500 cinnamyl-alcohol dehydrogenase metabolic process 8,38 9,65 -1,28 0,00E+0
AT5G13080 WRKY75 transcription factor regulation of transcription 7,25 8,40 -1,15 0,00E+0
AT3G15450 / / 8,94 9,98 | -1,03 | 834E-10
— - o D
AT1G72060 serine-type end.opept|da§e |nh|b|t.0.r, NAJ h.eat biological process unknown 8,24 9,26 -1,03 1,11E-9
shock N-terminal domain-containing protein
AT1G11610 CYP71A18 (cytochrome P450) electron transport 6,80 7,69 -0,88 2,36E-6
AT3G47340 ASN1 (DARK INDUCIBLE 6) asparagine biosynthetic process | 8,50 9,36 | -0,85 9,92E-6
AT1G26380 FAD-binding domain-containing protein biological process unknown 7,22 8,06 | -0,84 2,12E-5
AT2G14610 PR1 (PATHOGENESIS-RELATED GENE 1) biological process unknown 7,30 8,12 -0,82 4,57E-5
AT5G14780 FDH (FORMATE DE_HY_DROGENASE); NAD binding metabolic process 9,48 10,24 | -0,75 9,59E-4
/ cofactor binding / oxidoreductase
AT1G65280 heat shock protein binding protein folding 8,76 9,51 -0,75 1,07€-3
AT1G15380 lactoylglutathione lyase carbohydrate metabolic process | 6,96 7,71 -0,75 1,22€-3
AT1G75040 PR5 (PATHOGENESIS-RELATED GENE 5) response to other organism 7,30 8,02 -0,72 3,58E-3
AT5G13320 PBS3 (AVRPPHB SUSCEPTIBLE 3) response to auxin stimulus 8,08 8,80 -0,72 3,90E-3
AT1G36622 / transport 7,53 8,24 -0,71 5,83E-3
AT1G73480 hydrolase, alpha/beta fold family protein biological process unknown 10,38 | 11,07 | -0,69 1,21E-2
AT1G20870 / protein phosphorylation 6,52 7,20 -0,68 1,62E-2
AT1G44960 / biological process unknown 8,13 8,80 -0,68 2,01E-2
AT5G07440 GDH2 (GLUTAMATE DEHYDROGENASE 2); amino acid metabolic process 9,04 9,72 -0,68 2,02E-2
AT5G50200 WR3 (WOUND-RESPONSIVE 3) response to nitrate 8,23 8,90 -0,67 2,49E-2
AT5G35525 / biological process unknown 8,73 9,39 -0,67 2,92E-2
AT5G54080 |  HGO (HOMOGENTISATE 1,2-DIOXYGENASE) L'phe"y'?:’:c'zsescatab""c 7,78 | 844 | 0,67 | 3112
AT1G80920 J8; heat shock protein binding protein folding 9,21 9,87 -0,66 3,54E-2
AT1G65130 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase-related catabolic process 7,19 7,85 -0,66 4,01E-2
AT1G18700 DNAJ heat shock domain-containing protein protein folding 7,59 8,24 | -0,65 4,60E-2
AT4G03060 | AOP2 (ALKENYL HYDROXALKYL PRODUCING 2); glucosinolate biosynthesis 8,26 7,58 0,68 1,91E-2
AT4G24390 F-box family protein (FBX14) catabolic process 9,94 9,26 0,68 1,85E-2
AT5G23010 MAML1 (2-isopropylmalate synthase 3) metabolic process 7,92 7,22 0,70 9,37E-3
2 (GL DE GL DROLASE 2);
AT5G25980 TG(.E (GLUCOSI .G UCOHYDROLASE 2); carbohydrate metabolic process | 8,78 8,07 0,71 6,35E-3
myrosinase, hydrolyzing O-glycosyl compounds
AT5G20240 PI (PISTILLATA); transcription factor regulation of transcription 7,89 7,16 0,72 3,59€E-3
AT4G25100 FSD1 (FE SUPEROX.IDE I.)|SMUTASE 1); iron superoxide metabolic process 10,02 9,27 0,75 1,25€-3
superoxide dismutase
LHCB6 (LIGHT HARVESTING COMPLEX PSI1); - .
AT1G15820 ( L. ) photosynthesis, light harvesting | 11,01 | 10,15 | 0,86 9,29E-6
chlorophyll binding
AT2G15620 NIR1 (NITRITE REDUCTASE); ferredoxin-nitrate electron transport 9,58 8,68 0,89 L41E-6
reductase
ATCG00790 / translation 10,26 9,31 0,95 8,63E-8
ATCGO0150 / dATP biosynthetic process from 9,11 8,06 1,05 4,09E-10

ADP

Tableau 20 : Analyse comparative des échantillons de TuYV et de LMV par puces CATMA. Les
intensités de fluorescence moyennes de chaque sonde sont indiquées pour les deux conditions, sain et
infecté, ainsi que le log2ratio de ces deux valeurs qui nous permet d’évaluer une différence d’expression.
En rouge se trouvent les intensités des échantillons de TuYV et en vert celles du LMV.

b. Comparaison listes LMV /TuYV

Pour compléter cette analyse entre les deux virus, j’ai choisi de comparer les

listes des genes dérégulés présentées précédemment. Cette comparaison est peut étre
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plus judicieuse que la précédente car elle prend en considération les dérégulations de
I'expression des genes par rapport a un témoin négatif, différent pour chaque virus.
J’ai donc comparé les listes de genes dérégulés obtenues a partir des valeurs
moyennes des expériences pour chaque technologie (voir les listes LMVtot et
TuYVtot), c’est-a-dire les 103 génes dérégulés lors de 'infection par le LMV et les 57
genes dérégulés pour le TuYV (Figure 48). La comparaison des deux listes permet
d’'identifier cinqg génes communs: AT3G45851, AT3G16670, PUP9 (perméase
permettant le transport de purine), issus des expériences de séquengage a haut débit,
et des genes BAG6 et ATCG00340, issus des analyses par de puces CATMA (Tableau
21). Tous ces geénes observent un méme sens de dérégulation quelque soit le virus,
sauf le gene BAG6 qui est réprimé dans les CC infectées par le LMV et induit dans les
CC infectées par le TuYV.

En conclusion, tres peu de génes dérégulés identiques ont été identifiés dans

les plantes infectées par les deux virus.

. 5 .
Geénes Description T- LMV log2 Fold | - Adjusted PBIN vide Tuyv log2 Fold Adjusted
Change p-value Change p-value
AT3G45851 / 23 0 -Inf 0,041101 82 2 -5,61 0,009718
Pollen Olee 1
AT3G16670 (ef2t§?|3" 99 8 -3,70 | 0,008534 231 8 -4,91 0,000440
protein)
ATPUP9
AT1G18220 (purine 0 36 Inf 0,010912 0 67 Inf 0,005657
permease 9)
log2 ratio log2 ratio
Ge D inti Intensité | Intensité (ILMV Pralue Intensités Intensités (ITuyv Pualue
enes esenption A ramv | vy / pBIN vide Tuyv /
IT-LMV) IpBIN®)
BAG6 (BCL-2-
AT2G46240 |  associated 9,82 9,28 -0,55 3,15E-2 9,36 9,89 0,53 4,44E-2
athanogene 6)
ATCG00340 PSAB 9,47 8,61 -0,86 3,70E-10 8,97 8,35 -0,61 6,53E-4
Tableau 21 : Analyse comparative des listes des genes dérégulés par le LMV et le TuYV. Le
premier tableau regroupe les génes retrouvés communs par RNAseq. Ils ont le méme sens de
dérégulation. Le second tableau regroupe les genes communs sur les puces CATMA. Ces deux génes
n'ont pas le méme sens de variation de leur expression.

5. Discussion générale
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a. Considérations techniques

Au vu du nombre de technologies et techniques différentes utilisées, un certain
nombre de biais techniques se sont rajoutés les uns aux autres lors de notre projet.
Malgré cela, nous avons réussi a identifier un transcriptome spécifique de CC
infectées par le LMV ou le TuYV, transcriptome dont la majorité des génes testés par
gqPCR ont été validés (25/27 genes pour le LMV et 16/19 pour le TuYV).

Les technologies de RNAseq et de puces microarrays (puces CATMA dans
notre cas) sont toutes deux des techniques visant a déterminer le transcriptome d’un
échantillon d’intérét. Alors que les puces ne permettent que d’effectuer des analyses
différentielles, le RNAseq permet également de séquencer directement un échantillon,
et donc d’annoter un génome de novo. L’'alignement sur le génome est une phase
nécessaire quand il s’agit d’effectuer une analyse différentielle précise. Dans notre
cas, cet alignement a été réalisé sur le génome annoté de I'écotype ColO, car celui de
I'écotype C24 n’avait pas encore été totalement caractérisé. Cette différence a été
palliée en réalignant les « reads » non alignés sur le génome de I'écotype Col0 (entre
4,78% et 10,38% du nombre total de « reads », selon I’échantillon (Tableau 9, page
102) sur le génome de I’écotype C24. Cet alignement a été effectué par S. Graindorge
(Plateforme de Bioinformatique, IBMP) avec Tophat-2.0.7 (aucun mésappariement)
et I'option « very-sensitive » de Bowtie2 sur les données concernant I'écotype C24
recueillie sur le site internet « 1001 genomes data  center »
http://1001genomes.org/data/MPI/MPISchneeberger2011/releases/current//C24/.
Les reads qui ont été alignés sur le génome de C24 ont ensuite été comptés pour
réaliser une analyse différentielle de chaque échantillon avec Cufflinks 2.0.2 avec un
FDR < 5%. Peu de genes supplémentaires ont été identifiés. Trois génes (AT2G31570,
AT4G25200, AT4G28880) pour I'expérience Exp2 du LMV sont réprimés. Pour le TuYV,
un alignement dans l'expérience ExpZ marquant une répression est détecté et
pourrait correspondre a quatre genes (AT4G03360, AT1G15410, AT4G03340 ou
AT4G03350). Dans I'expérience Exp3, quatre alignements ont été positifs dont trois
correspondent a des génes uniques : le gene AT3G14415 qui est réprimé et les génes
AT5G42650, AT5G64310 qui sont induits. Le quatrieme alignement induit pourrait
correspondre a quatre genes (AT5G61790, AT5G61800, AT5G07340 ou AT5G07320).
L’alignement sur le génome de I'écotype Col0 plutét que C24 n’a donc pas eu de

grande influence sur les transcriptomes obtenus.
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ATlinverse, les puces nécessitent quant a elles que le génome ou qu'une grande
partie de celui-ci soit connu, car elles portent les séquences complémentaires
recherchées dans I'échantillon testé. Les puces CATMA v5 que nous avons utilisées
représentaient dans cette version, environ 73% de la totalité des genes (génes
codants et non-codants, pseudogenes), ce qui peut étre une limite de cette technique.
Actuellement, la plateforme d’Evry utilise une nouvelle génération de puces (CATMA
v7) qui présentent une meilleure couverture du génome (30834 sondes spécifiques
au génome d’A. thaliana contre 24576 pour la version v5 que nous avons utilisée) et

permettent de faire plus d’hybridations en méme temps, de fagon plus stable.

Le choix de I'une ou I'autre de ces technologies dépend surtout de la finalité de
I’étude menée: analyse différentielle de I'expression de geénes, élaboration d’un
transcriptome, annotation de génome, analyse d’expression de génes spécifiques... En
effet, une étude comparative réalisée a Evry (Plateforme Biopuces) sur les
technologie de RNAseq et de puces CATMA (en version v6 plus récente et plus
complete que celle utilisée pour notre étude) a permis de montrer que le RNAseq
avait une meilleure sensibilité de détection que les puces et ceci sans qu’il soit
nécessaire d’augmenter les nombre de «reads » pour une meilleure détection. Le
multiplexage est donc tout a fait approprié. Néanmoins, il existe une disparité dans la
distribution des « reads » puisque 60% des « reads » correspondent a moins de 5%
des genes alors que de nombreux genes n’ont qu'un ou deux « reads ». Malgré cela,
une bonne corrélation entre les valeurs d’intensité des puces CATMA et celles des
comptes de RNAseq a été observée, hormis pour les intensités inférieures a huit en
analyse CATMA, car les dérégulations sont alors trop proches du bruit de fond. Cet
inconvénient est apparemment corrigé par le RNAseq car il apparait que pour de
faibles expressions, il permet de détecter plus de variations d’expression, alors
qu’étonnamment il est beaucoup moins puissant pour des intensités moyennes de
puces CATMA. Concernant la méthode de qPCR, qui est précise et rapide, celle-ci
obtient des résultats en corrélation avec les deux technologies précédentes. Elle est
méme plus sensible que celles-ci mais elle nécessite de connaitre les génes-cibles au
préalable. La qPCR est donc une tres bonne méthode de validation pour infirmer ou

confirmer des résultats obtenus par puces microarrays ou RNAseq.
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La technologie de RNAseq est une technologie d’avenir treés puissante mais qui
est encore pour le moment bridée par des lacunes dans I’analyse bioinformatique et
statistique de ses résultats. En effet, aucune loi statistique ne permet pour le moment
de modéliser de fagon exacte la phase de comptage du nombre de « reads ». Comme la
variabilité biologique est plus grande que celle attendue sous une loi de Poisson, on
utilise une loi binomiale négative pour la modélisation de la distribution des
comptage, mais le probleme du faible nombre de répétitions biologiques demeure. Ce
qui pourrait améliorer la robustesse de cette modélisation est l'augmentation
significative du nombre de ces répétitions afin d’obtenir un meilleur estimateur, mais
dans la réalité, ce parametre est souvent compliqué a mettre en oeuvre du fait de la
difficulté de la préparation d’échantillons en quantité et qualité satisfaisantes pour ce
type d’analyse, mais aussi le colit engendré par la multiplication de ces analyses.

La méthode de contrdle de la qualité des résultats d’analyse différentielle (p-
value) est également importante dans l'analyse des résultats. Dans le cas des puces
CATMA, c’est la méthode de FWER (familywise error rate) qui a été utilisée. Elle
contrdle la probabilité de sélectionner a tort au moins un géne sur 'ensemble des
genes étudiés (procédure de Bonferroni). Dans les analyses de RNAseq, c’est la
méthode de FDR (false discovery rate) qui a été choisie. Elle contréle la proportion de
faux-positifs par les déclarés positifs (Benjamini et al., 2001). Ce sont deux méthodes
de correction utilisées dans le cas de comparaison multiple. Chacune a ses
inconvénients : le FWER étant basé uniquement sur le contréle de faux positifs, il peut
augmenter la probabilité de produire des faux négatifs, ce qui réduit la robustesse
statistique et entraine la perte de certaines données valides. Quant au FDR, il permet
d’assurer un taux de confiance minimum, 95% de fiabilité par exemple pour un FDR
de 5%, mais le pourcentage restant peut étre entierement représenté par des faux
positifs, c’est-a-dire 5% dans notre exemple. Ces méthodes de contréle ont donc leurs
limites qu’il faut prendre en compte dans le reste de I'analyse des résultats. Des
expériences de validation par d’autre techniques comme la qPCR, qui permet de
vérifier I'expression de genes spécifiques de maniere précise sous les conditions
désirées, sont donc nécessaires afin confirmer les résultats obtenus.

Une des observations principales que I'on peut faire suite a notre étude est le
manque de reproductibilité entre les différentes expériences biologiques analysées.

Cette constatation peut avoir plusieurs origines mais il est certain que la durée
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nécessaire entre la mise place de I'infection systémique et I'extraction des ARN est un
facteur important dans cette variabilité. En effet, plus ce temps est long, plus les
plantes sont confrontées a différents événements qui peuvent influer sur leur état
physiologique et la réponse a ces événements et donc sur leur transcriptome :
variations dans les conditions de culture (arrosage, luminosité), attaques de parasites
ou bien encore variabilité saisonniére et ce, méme si I'’horloge circadienne a été
respectée lors du prélevement des feuilles entre les différentes expériences (tous les
prélevements ont été effectués a 6 heures du matin). Ces variations peuvent
également étre dues au grand nombre de techniques nécessaires a la préparation des
échantillons avant 'analyse par RNAseq ou puces CATMA: infection, préparation de
protoplastes, tri par FACS et extraction d’ARN. Toutes ces étapes sont des moments
critiques, au cours desquelles chaque changement peut introduire des variations
supplémentaires dans le profil d’expression de la plante. Enfin, en ce qui concerne ce
manque de reproductibilité entre les différentes répétitions biologiques, on peut
également émettre ’hypothése que ce soit la réponse des plantes a I'infection virale
qui n’est pas parfaitement synchronisée entre les différentes expériences.
Considérant ces observations, une autre étude statistique a été menée sur nos
résultats de RNAseq et de puces CATMA par le Dr. G. Thébaud (SupAgro, Montpellier)
qui a, sans rentrer dans les détails, changé I'hypothése initiale de probabilité en
ajoutant une condition de fluctuation aléatoire dans l'’expression des genes et qui
considére pour chaque technique toutes les expériences en méme temps. Les
résultats de cette analyse sont encore plus restreints en genes dérégulés que celles
réalisées précédemment (Annexe 8) puisqu’elles permettent d’identifier pour le LMV
onze genes dérégulés (dix génes réprimés et un induit) dans les analyses des puces
CATMA et trois génes induits dans les analyses du RNAseq. Pour le TuYV, aucun géne
n’est identifié dans les analyses de puces CATMA et deux génes sont dérégulés (un
réprimé et un induit). On retrouve notamment pour le LMV les génes LSUZ2, LSU3,
LSU4, APR1, APR2 dans les analyses de CATMA mais aucun des genes précédemment
détectés dans les analyses de RNAseq. Pour le TuYV, on retrouve seulement le géne
AT3G15610 codant pour la transducine, appartenant a la superfamille WD40 et le
gene AT3G15605 codant pour une protéine se fixant aux acides nucléiques, génes qui
sont chevauchant et inversés. Les autres genes détectés par cette analyse n’ont pas

été pour le moment confirmés. Cette analyse est plus spécifique a notre
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problématique de manque de reproductibilité et pourrait paraitre plus adéquate mais
le fait que l'on ait confirmé par qPCR des genes identifiés par les premiéres analyses
et non par celle-ci, montre que cette méthode est peut-étre trop restrictive puisqu’elle
ignore un certain nombre de genes dont la dérégulation a été confirmée par qPCR,
comme les génes impliqués dans la SAR par exemple pour le LMV ou ceux participant
a la biosynthese des GS.

On peut néanmoins penser que malgré toutes les variabilités observées entre
nos expériences, l'identification d’'un faible nombre de génes dérégulés renforce la
robustesse de cette liste d’autant plus qu'il est difficile d’obtenir des conditions quasi-
identiques entre les répétitions dans ce projet. Le fait que la plupart des genes
identifiés aient été confirmés par qPCR valide cette hypothese.

Parmi les trois expériences analysées sur les puces CATMA, I'expérience Exp3
met en évidence un nombre de dérégulations particulierement important : environ
600 dérégulations alors que I'expérience Expl ne présente qu’environ 170 génes
dérégulés et I'expérience Exp4 environ 70 genes dérégulés. Cette disproportion n’est
pas observée pour la méme expérience analysée en RNAseq. Sachant que ce sont les
mémes ARN qui ont été analysés par les deux technologies, il est possible qu’il y ait eu

un probléme de détection sur la puce lors de I'analyse.

En ce qui concerne les expériences supplémentaires analysées uniquement par
qPCR (Exp5 et Exp6), 'expression de certains genes testés a parfois été impossible a
détecter ou bien s’est révélée contraire aux résultats attendus. Les ARN utilisés pour
ces expériences sont des ARN qui étaient de moins bonne qualité que ceux utilisés
pour les analyses de RNAseq et sur puces CATMA, ce qui peut expliquer qu’il n’ait pas
toujours été possible de détecter le géne recherché a cause de possibles dégradations

dans I’échantillon infecté ou dans I’échantillon contréle.

a. Analyse globale des résultats de transcriptomique

Nous avons décidé d’analyser nos échantillons par les deux technologies de
RNAseq et de puces CATMA pour avoir une meilleure couverture des genes dérégulés.
Grace a ce choix, nous avons pu identifier plus de geénes dérégulés dans nos

conditions d’expérience.
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D’'une maniere générale, pour les deux virus, les genes identifiés comme
dérégulés ne subissent pas de fortes variations par rapport a leur témoin. Dans les
analyses des puces CATMA par exemple, peu de genes ont une valeur de log2ratio
supérieure a un ce qui correspond a une variation de deux fois. Ceci ne met pas en
cause la réalité de la dérégulation puisque les p-values indiquent clairement que les
échantillons sont statistiquement différents, mais les genes ne sont que faiblement
dérégulés lors de 'infection par nos deux virus.

L’identification d’'un certain nombre de génes communs avec d’autres études
transcriptomiques ou protéomiques de cellules du phloeme ou de séve (Tableau 14,
page 127 et Tableau 19 page 146) nous permet de corréler la réponse de la plante au
LMV et au TuYV avec une expression dans les cellules phloémiennes.

Le fait que I'on retrouve peu de genes dérégulés communs aux deux virus était
prévisible puisque ce sont deux virus tres différents I'un de I'autre. La réponse de la
plante est spécifique pour chacun d’entre eux : la répression de la voie d’assimilation
du sulfate et l'activation du mécanisme de SAR pour le LMV et la voie des
glucosinolates pour le TuYV. Dans leur comparaison bio-informatique d’études
transcriptomiques réalisées a la suite d’infections virales par des virus tres différents,
Postnikova and Nemchinov (2012b) ont également pointé du doigt le peu de génes
communs a tous les virus et la grande variété de genes dérégulés par les différents
virus (23% du génome d’A. thaliana) dont plus de deux tiers sont induits. Néanmoins
ils ont identifié le gene AT5G38530, dérégulé par tous les virus considérés. Ce gene est
impliqué dans la voie de biosynthese du tryptophane, précurseur pour la synthése de
nombreux métabolites secondaires tel I'auxine, I'acide indole-3-acétique (AIA) mais
aussi les GS et la camaléxine, qui participent aux mécanismes de défense de la plante
contre les pathogénes. Avec surprise, ce gene ne figure pas dans nos analyses
différentielles. Cette voie de défense pourtant courante ne semble donc pas activée
dans notre étude. On peut donc s’interroger sur I'absence d’induction de ce gene dans
les CC infectées : est-ce lié au temps tardif de I'infection, le gene étant situé en amont
de la voie ou a la spécificité tissulaire ou encore a I'absence d’effet du LMV et du TuYV
sur leur expression ?

A des temps tardifs d’infection et ce, pour la plupart des virus étudiés, cette
étude a identifié des enrichissements en terme d’ontologie concernant le mécanisme

de respiration cellulaire, les processus de catabolisme et de sénescence pour les
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genes induits et plutét des voies de la photosynthese et de la production d’énergie
pour les genes réprimés. Contrairement a nos résultats, ils observent également une
sur-représentation des genes réprimés impliqués dans la majorité des voies de
réponse aux stress activées a des temps plus précoces (réponse au stress oxydatif, a

I'auxine ou a I'acide abscissique, voie de biosynthese des glucosinolates).

b. Dérégulations spécifiques identifiées dans les CC de plantes infectées par le
LMV ou par le TuYV

¢ Infection par le LMV

Deux voies biologiques semblent étre particulierement dérégulées dans les CC
d’A. thaliana suite a une infection par le LMV. Il s’agit des voies du métabolisme du
soufre et du mécanisme de défense de SAR. Dans le premier cas, vu que les génes
identifiés sont réprimés lors de I'infection par le LMV, une hypothése envisageable est
I'inhibition de ces genes par le virus pour faciliter la progression de l'infection. Il est
difficile de comprendre a ce stade comment cette inhibition pourrait avoir lieu et quel
est l'effet direct ou indirect de la répression de l'expression de ces genes sur
I'infection. On peut imaginer qu’'en réprimant certains genes de cette voie, le LMV
empécherait ou réduirait la synthese de certains composés soufrés impliqués dans la
réponse a certains pathogenes, comme les glucosinolates ou la camaléxine par
exemple. Cette voie semble également touchée lors de I'infection d’A. thaliana par un
autre Potyvirus le TuMV (Manacorda et al., 2013) puisque certains genes impliqués
dans le métabolisme du soufre, comme les génes APRI et APS1 ont été trouvés
réprimés par le virus (Yang et al., 2007). Aucune étude transcriptomique concernant
d’autres Potyvirus n’a mis en évidence pour le moment une implication de ces virus
dans l'assimilation du soufre mais d’autres études sur ces virus I'indiquent pour le
ZYMV (Shapiro et al., 2013), le PVY (Baebler et al., 2011) ou le Clover yellow vein virus
(CIYVV) (Atsumi et al., 2009).

Certains genes impliqués dans le mécanisme de SAR sont quant a eux induits
lors de l'infection par le LMV. Cette dérégulation pourrait étre déclenchée par la
plante en réponse a l'infection par le LMV. Le mécanisme de SAR permet a la plante
de mettre en place une résistance a longue distance, dans les tissus systémiques, et
donc de contenir I'infection a un niveau local. Dans ce cas, on peut imaginer aisément

que les mécanismes de mise place de cette dérégulation font suite a la détection du
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virus par la plante qui organise une défense contre ce pathogene. Des études portant
sur la protéine HC-Pro (le suppresseur de RNA silencing) des Potyvirus suggéraient
que le mouvement viral vasculaire nécessite la suppression du silencing (Kasschau &
Carrington, 2001). Alamillo et al. (2006) ont démontré que le mouvement du PPV est
restreint chez N. tabacum par I'action combinée dans l'espace de I'acide salicylique et
des mécanismes de RNA silencing. Comme ce dernier aurait lieu dans les CC (Marathe
et al., 2000), il pourrait bloquer le virus au niveau du systeme vasculaire alors que le
mécanisme de SAR, acide salicylique dépendant mis en place par la plante,
contribuerait a la restriction de linfection du PPV au niveau des tissus non-

vasculaires (Alamillo et al., 2006).

¢ Infection par le TuYV

La plante semble répondre par plusieurs voies différentes a une infection par
le TuYV. La premiere implique des métabolites secondaires, les glucosinolates, qui
lorsqu'’ils sont dégradés, produisent des molécules répulsives contre les herbivores et
certains insectes. Une étude récente a montré que cette voie de défense est
déclenchée contre le CMV-Fny (virus transmis par puceron) dont le suppresseur de
RNA silencing, la protéine 2b permettrait I'accumulation d’'un GS indolique : le 4-
methoxy-indol-3-yl-méthylglucosinolate (4MI3M) qui agit comme répulsif contre les
pucerons (Westwood et al, 2013). A l'inverse, l'infection par le TuMV (Potyvirus
transmis par pucerons) ou le CaLCuV (Geminivirus transmis par aleurodes) aurait un
effet inhibiteur de 'expression de certains genes impliqués dans le métabolisme des
GS, ce qui suggere que ces virus ont trouvé un moyen d’inhiber cette voie de défense
(Tableau 18, page 141). Il a également été montré que certains micro-organismes
pathogénes peuvent étre inhibée par la voie des GS (Clay et al., 2009).

Une autre voie de défense de la plante contre le TuYV pourrait étre le
processus de mort cellulaire mis en place par la plante contre certains pathogenes

impliquant les genes HSFAZ et BAG6 (Nishizawa et al., 2006).

162



Résultats - [dentification d'un partenaire protéique de la protéine RT du TuYV par un crible double-hybride dans la levure

Chapitre 2 : Identification d’un partenaire protéique de la
protéine RT du TuYV par un crible double-hybride dans la
levure

La protéine CIPK7 se lie au domaine C-terminal de la protéine RT du

TuYV et induit une accumulation locale du virus

Cette étude a été réalisée grace a la mise au point du tri de protoplastes de CC,
technique que j'ai développée au début de mon manuscrit (Chapitrel, [.2). Une
banque d’ADNCc a été construite a partir d’ARN extraits de protoplastes de CC issus de
plants d’A. thaliana pSUC2:GFP et triés par FACS. Cette banque a été introduite dans
un vecteur pGADT7 (S. cerevisiae lignée Y187) permettant de réaliser des cribles
double-hybride dans la levure. Caren Rodriguez de I'équipe de Véronique Brault de
I'INRA de Colmar a criblé cette banque avec le domaine C-terminal de la protéine RT
du TuYV et a identifié une interaction spécifique avec la protéine CIPK7 (calcineurin
B-like protein-interacting protein kinase-7). Le choix de la protéine appat s’est
orienté vers la protéine RT en raison du réle de cette protéine dans le mouvement
viral a longue distance (Bruyere et al., 1997, Brault et al., 2000). En I'absence du
domaine RT, c’est-a-dire le domaine codé par 'ORF5 synthétisé en fusion avec la
protéine CP, le virus peine a s’accumuler dans les feuilles systémiques (Bruyeére et al.,
1997). Boissinot et al. (2014) ont démontré récemment, a I'aide de virus mutants
n’exprimant que la protéine RT entiére ou que la protéine RT*, que les deux formes de
la protéine étaient indispensables a un mouvement systémique efficace du CABYV, un
Polerovirus proche du TuYV. C. Rodriguez a donc tout d’abord testé I'accumulation en
systémie d'un virus TuYV mutant codant pour une protéine RT délétée des 200
derniers acides aminés, semblable a la protéine RT*. Ce virus mutant appelé TuYV-
ARTcwer s’accumule nettement moins que le virus sauvage dans les feuilles
systémiques de différentes plantes-hotes.

Des expériences ont ensuite été réalisées afin de comprendre le role de
'interaction de la protéine CIPK7 avec le domaine C-terminal du TuYV in planta.
L’accumulation du TuYV dans les feuilles systémiques a été testée dans des A.

thaliana mutants KO pour le géne CIPK7 (insertion d’ADN-T, SALK124117) mais
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aucune différence n’a été observée avec les A. thaliana Col0 infectés par le virus
sauvage. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’il existe au moins 25 génes codant pour
les protéines CIPK chez A. thaliana et qu’il peut y avoir une redondance fonctionnelle
entre certaines de ces protéines. Par contre, une co-expression transitoire de la
protéine CIPK7 fusionnée a la GFP (GFP:CIPK7) avec le virus dans N. benthamiana a
conduit a une accumulation modérée du TuYV dans les feuilles inoculées qui ne s’est
pas répercutée sur le mouvement systémique viral.

Afin de tester une possible régulation des ARNm de la protéine CIPK7 suite a
I'infection par le TuYV, des expériences de qPCR ont été réalisées sur des A. thaliana
inoculés par des pucerons viruliferes 10 et 21 jours post-inoculation. Aucune
variation n’a été observée par qPCR dans I'expression de ce gene.

L’interaction de la protéine CIPK7 et du domaine C-terminal de la protéine RT
du TuYV nous a incité a observer la localisation de ces deux protéines in planta. Lors
de la co-expression transitoire des protéines GFP:CIPK7 et RT-RFP dans N.
benthamiana, la protéine GFP:CIPK7 change de localisation puisqu’on la retrouve au
niveau des microtubules et du nucléole, alors que lorsqu’elle est exprimée seule, elle
se situe au niveau des plasmodesmes, du noyau, du cytoplasme ou d’agrégats
cytosoliques mais jamais au niveau du nucléole ni des microtubules. De méme, en
contexte viral, c’est-a-dire co-exprimée avec le TuYV dans N. benthamiana, la protéine
GFP:CIPK7 est présente au niveau du noyau (a 'exception du nucléole), de structures
ponctuées le long de la membrane plasmique et au niveau des microtubules. Ces
expériences suggerent que la protéine RT pourrait délocaliser la protéine CIPK7 et
I'adresser a d’autres compartiments comme les microtubules ou elle serait inactive.
Par sa localisation naturelle au niveau des plasmodesmes, la protéine CIPK7 pourrait
avoir un réle de « controleur » des plasmodesmes qui ralentirait le passage du virus
de cellule a cellule.

Ma participation dans cette étude a consisté a préparer des protoplastes a
partir de plants d’A. thaliana transgéniques pSUC2:GFP sains qui ont été triés par
FACS a 'lGBMC (Illkirch-Graffenstaden). J'ai ensuite extrait les ARN des échantillons
triés et vérifié leur qualité avant qu'’ils ne soient utilisés pour la construction de la
banque d’ADNc destinée au crible double hybride en levure.

Voici l'article soumis dans le journal Molecular Plant Pathology:
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Summary

Turnip yellows virus (TuY'V) is a phloem-limited virus strictly transmitted by aphids. TuYV
encodes a protein of 74 kDa known as the readthrough protein (RT) which is involved in
virus movement. In particular, we showed that deletion of the C-terminal part of the RT

protein resulted in a TuYV mutant affected in long-distance movement. A phloem-specific
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cDNA library from Arabidopsis thaliana was screened by the yeast two-hybrid system using
the C-terminal domain of the RT protein as bait, and the calcineurin B-like protein-
interacting protein kinase-7 (AtCIPK7) was subsequently identified as an interacting factor.
When a GFP:CIPK7 fusion protein was transiently co-expressed with the virus in
Nicotiana benthamiana, the level of TuYV accumulation increased in infiltrated leaves, but
no stimulatory effect was observed on long-distance movement of the virus. Interestingly,
co-infiltration of GFP:CIPK7 and RT-RFP or the full-length viral construct in
N. benthamiana induced a re-localization of GFP:CIPK7 from plasmodesmata to
microtubules, a location that was not targeted by the kinase alone. These results suggest that
AtCIPK7 interacts with the C-terminal part of the RT protein of TuYV to negatively regulate
virus export from the cell. Re-distribution of AtCIPK7 by the RT protein to distinct sites

could be a viral counter-defense to hamper its activity.

Introduction

Turnip yellows virus (TuYV), previously referred to as Beet western yellows virus (BWYV),
is a polerovirus belonging to the Luteoviridae family. This phloem-limited group of plant
viruses is transmitted by aphids and possesses a small (5.6 kb) plus sense-RNA genome
protected by an icosahedral capsid of about 25 nm. The viral particles are composed of two
structural proteins: the major coat protein of 22 kDa (CP) and a minor component of ca. 54
kDa referred to as the readthrough (RT*) protein (Brault et al., 1995, Cheng et al., 1994,
Filichkin et al., 1994, Jolly & Mayo, 1994, Wang et al., 1995). The RT* protein arises from
C-terminal cleavage of the full-length precursor RT protein of 74 kDa synthesized after
ribosomes bypass the CP stop codon. Both structural proteins, CP and RT*, are involved in
virus movement and aphid transmission (Brault et al., 1995, Bruyére et al., 1997, Chay et al.,
1996, Mutterer et al., 1999, Peter et al., 2009, Peter et al., 2008, Wang et al., 1995).
Involvement of the full-length RT protein of TuYV in virus movement was previously
demonstrated by monitoring in planta progression of viral mutants either unable to

synthesize the RT protein or bearing small deletions in the C-terminal domain (Brault et al.,
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1995, Bruyere et al., 1997). More recently the RT protein was shown to play a role in virus
phloem limitation (Peter et al., 2009). An additional viral protein (P4) encoded by ORF4 is
also involved in polerovirus movement. The P4 protein possesses characteristics of
conventional movement proteins (Schmitz et al., 1997, Sokolova et al., 1997, Tacke et al.,
1991, Tacke et al., 1993) but its involvement in polerovirus movement was shown to be host-
specific (Lee et al., 2002, Ziegler-Graff et al., 1996b).

To accomplish their infection cycle in the plant, poleroviruses rely on specific interactions
with host cellular proteins but so far only a few partners of polerovirus proteins have been
identified. The PO protein encoded by TuYV and Cucurbit aphid borne yellows virus
(CABYV) was shown to bind, in vitro and in yeast, to components of the SCF family of
ubiquitin E3 ligases, namely ASK1 and ASK2 proteins (Pazhouhandeh et al., 2006). These
interactions induce the degradation of AGOI, the major component of the RNA-induced
silencing complex, leading to suppression of the plant’s viral-targeted cellular defenses
(Baumberger et al., 2007, Bortolamiol et al., 2007, Csorba et al., 2010). Translation initiation
factors from the 4G and 4E families have recently been shown to play a role in the infection
cycles of, respectively, TuYV and Beet mild yellowing virus (BMYV) in A. thaliana and to
directly interact in yeast with the 5 viral genome-linked protein (Reinbold et al., 2013). The
ORF4-encoded movement protein (17 kDa) of Potato leafroll virus (PLRV) was shown to be
phosphorylated in vitro by a membrane-associated protein kinase (Sokolova et al., 1997), but
its specific role in the virus cycle in planta has not been demonstrated.

To obtain more insights into the function of the RT protein in polerovirus movement and in
particular to decipher the role of the C-terminal domain of the protein, we monitored in
planta virus accumulation of a TuYV RT C-terminal deletion mutant. We confirmed that this
domain is involved in TuYV long-distance movement. By screening a phloem specific
cDNA library from A. thaliana using the C-terminal domain of the RT protein as a bait, we
identified calcineurin B-like-interacting protein kinase 7 (AtCIPK7) as a putative interacting
partner. Transient over-expression of AtCIPK7 in leaves promoted an increase of local virus

accumulation, which had no consequence on virus long-distance movement. Co-expression
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of AtCIPK7 with the RT protein or the whole virus induced a relocalization of AtCIPK7 to
microtubules, a cellular site where the protein kinase was never observed when expressed
alone. This study suggests a role of AtCIPK7 in inhibiting virus export from the infected

cells.

Results

Role of the C-terminal domain of the RT protein of TuYV in the viral cycle

TuY'V virions are composed of two structural proteins, the major coat protein of 22 kDa
(CP), and a minor component of ca. 54 kDa (named RT*) arising from a C-terminal cleavage
of the full RT protein of 74 kDa (theoretical MW) (Fig. 1A). The lysine at position 437 in the
TuYV-RT is the last C-terminal amino acid of the RT* protein identified by mass
spectrometry (Revollon et al., 2010) suggesting that the TuYV-RT protein is cleaved at a
close position downstream from this amino acid. To investigate more precisely the function
of the C-terminal part of the TuY V-RT protein in the virus cycle, a deletion was introduced
downstream this position (Lys 437) since we previously showed that a sequence
encompassing this position was strictly required for the readthrough mechanism of the CP
stop codon, reflecting a long-distance effect on this process (Bruyére ef al., 1997). A deletion
starting at the glutamine at position 471 was therefore introduced in the RT sequence of
TuYV-NM, a wild-type virus sequence bearing two unique restriction sites in the RT
sequence (Brault et al., 2005). The deletion virus mutant, designed hereafter as TuYV-
ARTcyer, was missing the 200 C-terminal amino acids of the RT protein (Fig. 1A). TuYV-
ARTcr was fully competent for replication in plant protoplasts inoculated with in vitro
synthesized transcripts and produced, together with the major CP, a truncated RT protein of
about 60 kDa migrating slightly above the RT* (Fig. 1B).

To address the ability of TuYV-ARTc¢e: to infect whole plants, the virus mutant was
introduced into a binary vector under the control of the Cauliflower mosaic virus (CaMV)
35S promoter in order to be inoculated to Montia perfoliata, Arabidopsis thaliana and

Nicotiana benthamiana by agroinfiltration. When assayed by ELISA, no difference in
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accumulation of TuYV-NM or TuYV-ART¢. was observed in agroinoculated leaves of
M. perfoliata and N. benthamiana when compared with TuYV-WT (Table S1). Virus titer
was then measured on the young non-inoculated leaves of M. perfoliata and A. thaliana 4
weeks after inoculation. TuYV-ART¢ infected a lower number of plants compared to
TuYV-WT or -NM (Table 1). Moreover, TuYV-ART¢r accumulation in systemic leaves,
measured by ELISA, was significantly lower compared to TuYV-WT or -NM (Table 1) and
remained at such low level in M. perfoliata during the eight weeks of three independent
experiments (Table S2). These results show that long-distance movement of TuY V-ART¢yer
is reduced but not completely abolished in the two plant species tested. To provide additional
evidence of the slower migration rate of TuYV-ARTcy, virus accumulation was followed in
N. benthamiana plants, whose phyllotaxis is better adapted to monitor virus progression
towards systemic leaves. Previous experiments showed that when the virus source was
removed by cutting the infiltrated leaves at 7 days post-inoculation (dpi), TuYV-WT had
already spread to non-inoculated leaves as it was detected there 2 weeks later (data not
shown). Based on these results, we compared the time course of TuYV-WT or TuYV-
ARTcr accumulation at earlier time points in the newly-developed leaves after cutting the
inoculated leaves 7 dpi. Both TuYV-WT and the mutant TuY V-ART¢: were undetectable by
ELISA in non-inoculated leaves 7 dpi (Table 2, 0 days post-cutting (dpc). Four days after
removing the viral source the wild-type virus was detected in the systemic leaves in 1 out of
10 inoculated plants (Table 2, 4 dpc). The number of plants infected with TuYV-WT
gradually increased during the following days, reaching 70% of infection at two weeks post-
cutting (Table 2, 14 dpc). Conversely TuYV-ARTcr was never detected in upper non-
inoculated leaves when the viral source leaf was withdrawn 7 days after infiltration (Table 2).
Taken together, these data showed that TuY'V long-distance movement is greatly impaired in

the absence of the C-terminal domain of the RT protein.

CIPK7 from A. thaliana is a potential phloem-partner of the C-terminal domain of the TuYV-
RT protein
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In order to unravel the function of the C-terminal domain of the TuYV-RT protein in the
infection cycle, we looked for phloem partners of this viral domain. A phloem specific cDNA
library of A. thaliana was directly constructed in Saccharomyces cerevisiae strain Y187,
using total RNA extracted from companion cell protoplasts. These phloem specific cells were
isolated from transgenic A. thaliana expressing the GFP under the control of the AtSUC2
companion cell promoter (Imlau et al., 1999). Fluorescent protoplasts were sorted by
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) and sorting efficacy was controlled by
measuring expression of companion cell specific genes by real-time PCR (Chapuis et al., in
preparation). The cDNA library cloned into the pGADT?7 vector contained an average insert
size of about 750 nucleotides and had a titer of 1.5x10” cfu/ml. The C-terminal domain of
TuYV-RT protein was expressed as a fusion with the GAL4 DNA binding domain (BD) in
yeast strain Y2HGold and subsequently used as a bait. Screening of the phloem ¢cDNA
library using the viral bait was performed by yeast mating. A cDNA clone encoding the C-
terminal sequence of the CIPK7 from A. thaliana referred thereafter as AtCIPK7
(AT3G23000, residues 346-429) was identified as a potential interacting partner of the viral
domain. CBL-interacting protein kinases (CIPKs) are a group of serine/threonine protein
kinases that interact with the Ca®" sensors Calcineurin B-like proteins (CBLs) (Kolukisaoglu
et al., 2004, Weinl & Kudla, 2009). To confirm the interaction between the AtCIPK7 partial
domain and the C-terminal domain of the TuY V-RT protein, the plasmid bearing the partial
AtCIPK7 ¢cDNA sequence (referred to hereafter as pGAD-CIPK7346.429) Was introduced into
Y2HGold yeast strain together with pGBKT7-RT¢. Serial dilutions of the co-transformed
cells were plated onto a medium deprived of leucine and tryptophan [-LW], to allow yeast
growth after transformation, and onto the [-LWHA] medium (LW medium additionally
deprived of histidine and adenine) to select yeast cells in which in vivo interactions occurred
(Fig. 2). Interestingly, we observed that the C-terminal part of the RT protein was able to
interact with the full-length AtCIPK7, a protein of 429 amino acids, but not with the first 283
N-terminal amino acids of AtCIPK7 (Fig. 2). No yeast growth was observed on [-LWHA]
medium when pGBKT7-RTc¢ was present with empty pGADT7 or pGAD.GH vectors.
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These results show that the C-terminal domain of the RT protein preferentially binds
sequences localized at the C-terminus of the AtCIPK7. This interaction was specific because
no binding was recorded in yeast between the C-terminal domain of AtCIPK7 and the major
(CP) and minor (RT*) coat proteins of TuYV (not shown). Interaction between AtCIPK7 and
the complete RT protein could not be assessed because the readthrough domain of the protein
activated transcription of both ADE2 and HIS3 reporter genes when expressed alone. The
specific binding between the AtCIPK7 and the C-terminal part of the RT protein observed in
yeast may reflect a genuine interaction in planta with the free C-terminal part of the RT
protein or with the complete RT protein. Since the C-terminal part of the RT protein has
never been detected in infected plants, either because of a lack of sensitivity of the detection
techniques or because of a rapid degradation of this product, the second hypothesis is more

likely.

Effect of expression inhibition or over-expression of AtCIPK7 on TuYV accumulation

To address the function of AtCIPK7 in the TuY'V cycle, we analyzed virus accumulation in a
cipk7 A. thaliana knock-out mutant (T-DNA insertion, SALK124117). The T-DNA insertion
encompasses the 3’ terminal coding and non-coding sequences of AtCIPK7. Absence of
AtCIPK7 mRNA expression in the cipk7 mutant was confirmed by RT-PCR (Fig. S1).
Homozygous plants were inoculated with the virus using viruliferous aphids, and TuYV
accumulation was measured three weeks post-inoculation in the non-inoculated leaves. In
two independent experiments, no significant difference in virus accumulation was observed
in cipk7 when compared with TuYV accumulation in Col-0 (Table S3). Since genome
analysis has shown that there are at least 25 CIPKs in 4. thaliana (Kolukisaoglu et al., 2004,
Weinl & Kudla, 2009), functional redundancy between the different CIPK proteins is likely,
which may explain the absence of differential virus accumulation between cipk7 and Col-0
plants.

In another set of experiments, we investigated the effect of overexpression of AtCIPK7 on

TuYV accumulation. N. benthamiana leaves were co-infiltrated with a TuYV construct
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together with one of the AtCIPK7 fusion constructs where GFP was placed at the N- or C-
terminus of the protein. As a control, leaves were infiltrated with both the virus and the free
GFP constructs. Expression of the AtCIPK7-GFP fusion proteins was confirmed by Western-
blot two days after infiltration (Fig. S2). TuYV accumulation in inoculated tissue was
measured by ELISA three to four days post-inoculation to evaluate local virus accumulation.
No statistical difference in virus accumulation was observed when TuYV was co-expressed
with AtCIPK7 fused to GFP at its C-terminus (CIPK7:GFP) or with free GFP (Fig. 3).
Conversely, when GFP was positioned at the N-terminus of AtCIPK7 (GFP:CIPK7) leaving
the AtCIPK7 C-terminus free, co-expression of the virus and this protein caused a moderate
but significant increase in the local accumulation of TuYV in infiltrated tissue. When
referred to the standard curve of known amounts of TuYV virions, this augmentation
represents a 5 to 10 fold increase in virus accumulation (Fig. 3 and Fig. S3).

To determine whether such increase in TuY'V titer observed in leaves transiently expressing
GFP:CIPK7 could influence virus export from the inoculated leaves, systemic leaves of
plants co-infiltrated with TuYV and GFP:CIPK7 constructs or TuYV and GFP were assayed
by ELISA at two weeks post-inoculation (two independent experiments, 38 plants inoculated
for each condition). We did not observe a higher percentage of plants that became
systemically infected when the virus was infiltrated with GFP:CIPK7 construct (47%)
compared to plants infiltrated with TuYV and free GFP constructs (66%). This result shows
that the local increase of TuYV accumulation in infiltrated leaves observed when
GFP:CIPK7 was transiently overexpressed, did not favor virus movement towards upper

non-inoculated leaves.

Regulation of CIPK7 mRNA after infection of A. thaliana with TuYV

Since we observed that overexpression of GFP-CIPK7 affected TuYV accumulation, we
addressed the question of whether TuYV could have a feed-back effect on the expression of
AtCIPK7 mRNA. Accumulation of AtCIPK7 mRNA was quantified by qRT-PCR in

A. thaliana plants inoculated with TuY'V using viruliferous aphids. M. persicae were allowed
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to acquire purified virus particles from an artificial diet before being transferred onto
A. thaliana Col-0 plants. As a control, aphids fed on the artificial diet free of virions were
deposited onto test plants. Aphids were eliminated by an insecticide treatment four days after
loading and RNA was extracted from newly developed leaves 10 or 21 days post-aphid
infestation (dpai). Presence or absence of viral RNA in systemic leaves was first tested on
each individual plant by RT-PCR before combining the RNA samples of infected plants for
qRT-PCR. While AtCIPK7 expression was similar in infected and non-infected plants 10
dpai, a moderate reduction of AtCIPK7 mRNA accumulation was observed 21 dpai (Fig. 4).
When measured by qRT-PCR, no significant differences in virus level were observed at 10
dpai and 21 dpai (data not shown) suggesting that the moderate decrease of AtCIPK7 mRNA

21 dpai was not linked to virus accumulation.

Subcellular redistribution of AtCIPK7 upon co-expression with the TuYV-RT protein or in a
viral context

As the GFP:CIPK7 construct influenced TuYV accumulation in infiltrated leaves, we
wondered whether the expressed protein was localized in the same subcellular organelle as
the TuYV RT protein. GFP:CIPK7 construct was transiently expressed in N. benthamiana
and epidermal cells observed under confocal microscopy. GFP:CIPK7 was localized in the
nucleus, the cytoplasm (Fig. 5A) and in cytosolic aggregates (Fig. 5C, lower panels).
Interestingly, GFP:CIPK7 was also observed in plasmodesmata as confirmed by the co-
localization of GFP:CIPK7 with the plasmodesmata marker PDLP1 (Amari et al., 2010)
fused to RFP (Fig. SA, three right panels). As previously mentioned, the RT-C-terminal
domain was never detected in plant extracts and subcellular localization experiments were
therefore conducted with the complete TuYV-RT. The TuYV-RT protein fused to RFP at its
N-terminus was observed in the nucleolus and cytosol of N. benthamiana epidermal cells
(Fig. 5B). Interestingly, the RT protein was additionally observed on microtubules as
confirmed by the co-localization of the RFP-RT with the microtubule marker tubulin-alpha
fused to GFP (TUA:GFP) (Gillespie et al., 2002) (Fig. 5B, three right panels). When

173



Résultats - [dentification d'un partenaire protéique de la protéine RT du TuYV par un crible double-hybride dans la levure

GFP:CIPK7 and RFP:RT fusion proteins were co-expressed in N. benthamiana cells, co-
localization of both proteins was observed in the nucleolus, on microtubules and in dots
located along the plasma membrane in the cytoplasm (Fig. 5C). It is important to point out
that localization of AtCIPK7 in the nucleolus and on microtubules was never reported when
AtCIPK7 was expressed alone.

Localization of GFP:CIPK7 was further analyzed in the viral context. Because TuYV is a
phloem-limited virus that cannot reach mesophyll or epidermal cells, TuYV was delivered as
a binary construct bearing the full-length virus sequence by agro-inoculation into epidermal
cells of N. benthamiana together with the GFP:CIPK7 construct. Presence of the replicating
virus in infiltrated tissue was confirmed by Western blot (data not shown). In this viral
context, GFP:CIPK7 was observed in the nucleus, but not in the nucleolus, and as punctuated
dots along the plasma membrane in the cytoplasm (Fig. 5D, upper and lower panels).
Interestingly, GFP:CIPK7 was additionally targeted to a microtubule-like network (Fig. 5D,
middle panel). This localization is similar to the one observed when GFP:CIPK7 was
expressed together with the RFP:RT protein (Fig. 5C, middle panels). Even if we cannot
discard the hypothesis that viral proteins, other than the RT protein, may affect AtCIPK7 re-
localization, these observations strongly support of a role of the TuYV-RT protein in the
microtubule network targeting of AtCIPK7. Since GFP:CIPK7 was not observed in the
nucleolus, this experiment also suggests that the nucleolar localization of GFP:CIPK7 driven
by RFP:RT is an artefact or a transitory/minor effect during the viral cycle and is not
observed in the viral infection conditions used.

Taken together, these data suggest that the RT protein expressed either ectopically or from

the virus is able to relocate AtCIPK7 to the microtubule network.

Discussion
Using a TuYV mutant, we obtained evidence that the C-terminal part of the RT protein is
implicated in long-distance transport of the virus. Although this domain is not strictly

required for invasion of non-inoculated tissue, it plays an essential role in the process.
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Recently, we showed that the C-terminal domain of the RT of another polerovirus, CABYV,
contrarily to TuYV, is strictly required for systemic movement (Boissinot et al., 2014).
Poleroviruses seem therefore to rely on different viral domains to move over long-distances
in the plant.

By screening a phloem specific cDNA library by yeast two-hybrid, we showed that the
C-terminal domain of the RT protein of TuYV binds AtCIPK7 and, more precisely, the
C-terminal part of this kinase protein. AtCIPK7 belongs to a group of serine/threonine
protein kinases which interact with the Ca®" sensors, Calcineurin B-like proteins (CBL)
(Kudla et al., 1999). CBLs and CIPKs form complexes that are involved in plant response to
environmental signals, particularly salt and osmotic stress (Batistic & Kudla, 2012, D'Angelo
et al., 2006, Halfter et al., 2000, Liu et al., 2000, Quan et al., 2007, Shi et al., 2000, Weinl &
Kudla, 2009). Genome-wide analyses showed that there are at least 10 CBLs and 25 CIPKs
in A. thaliana (Kolukisaoglu et al., 2004, Weinl & Kudla, 2009). CIPKs have a two-domain
structure, consisting of a highly conserved N-terminal kinase domain and a variable
C-terminal regulatory domain. This latter domain includes a NAF domain (also known as a
FISL motif), responsible for interaction with CBLs, and a protein-phosphatase interaction
(PPI) domain mediating CIPK interaction with phosphatases (Albrecht et al., 2001, Ohta et
al., 2003). Interaction between the kinase active site and its regulatory domain seems to
maintain the kinase protein in an inactive state, whereas binding to CBL breaks the
interaction between the two domains and activates the kinase (Gong et al., 2002, Guo et al.,
2001). We observed that the C-terminal part of TuYV-RT does not bind to the CBL-binding
domain but to a peptide that may encompass the PPI domain of AtCIPK7. This suggests that
the viral protein may rather influence the activity of the phosphatase binding to PPI than
CBL binding.

Transient overexpression of the AtCIPK7 protein tagged to GFP increased local TuYV
accumulation in N. benthamiana. Such a stimulatory effect on the virus titer was only
observed when GFP was fused to the N-terminus of AtCIPK7 and not to its C-terminus,

suggesting that a free C-terminus of AtCIPK7 is essential for this effect. These results
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obtained in planta are in accordance with the experiments performed in yeast, which showed
that the C- and not the N-terminal domain of the kinase interacts with the viral RT domain.
Surprisingly, the elevated virus accumulation in the inoculated leaves was not correlated with
more efficient virus movement towards non-inoculated leaves. A hypothesis explaining this
observation could be that overexpression of AtCIPK7 blocks virus exit from the infected
cells, therefore inducing an over-accumulation of the virus in the inoculated cells. When
analyzing CIPK7 mRNA expression in TuYV infected plants, we observed a moderate
reduction in the accumulation of AtCIPK7 mRNA, 21 days after virus inoculation, which
could correspond to a virus counter-mechanism to impede the action of the kinase.
Considering the phloem-restriction of this virus, it is still conceivable that the AtCIPK7
mRNA is more tightly regulated in infected phloem cells than in other cell types, an effect
that would be minored in the global analysis performed here.

As previously mentioned, the C-terminal domain of the RT protein in its free form has never
been detected in plants, implying that the interaction we observed between this peptide and
AtCIPK7 could reflect either a genuine interaction before destabilisation of the viral product,
or an interaction with the complete RT protein. The second hypothesis is more likely and we
therefore conducted co-localization experiments with the complete RT protein of TuYV and
AtCIPK7. The TuYV-RT protein fused to RFP was observed in the nucleolus and
microtubules. The GFP:CIPK7, when expressed alone, localized in the cytoplasm and in
plasmodesmata. When GFP:CIPK7 and RFP:RT fusion protein constructs were co-infiltrated
into N. benthamiana cells, AtCIPK7 was redirected to the nucleolus and the microtubules
where the protein was never observed when expressed alone. In the viral context, only re-
localization of GFP:CIPK7 to the microtubule-like network was observed, indicating that the
nucleolus re-targeting of the GFP:CIPK7 previously observed when the RFP:RT protein was
co-expressed could be an artefact of the assay or a transitory effect not monitored in our
experimental conditions. Interestingly, nucleolar localization of PLRV-RT protein has been
reported previously but this nucleolar localization was lost in PLRV-infected plants

suggesting that in natural viral infection, the RT protein is probably not localized in the
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nucleolus (Haupt et al., 2005). Although physical interaction between the two fusion proteins
(GFP:CIPK7 and RFP:RT) could not be confirmed by FLIM/FRET due to low fluorescent
signals, these experiments suggest a direct or indirect interaction between the two proteins,
leading to the redistribution of AtCIPK7 to microtubules where TuYV-RT is located. Based
on these results, we propose a model setting up the basis for the function of AtCIPK7 in the
TuY'V cycle. Making the assumption that the plasmodesmata localization of AtCIPK7 may
hamper virus exit to adjacent cells, the free RT protein by its C-terminal domains would,
directly or indirectly, relocate the kinase to microtubules. This interaction occurs specifically
with the C-terminus of the protein which is absent from the viral particles suggesting that
virions alone cannot relocate the AtCIPK7. Removing or reducing the amount of AtCIPK7
present at plasmodesmata would enable the virus particles to move to neighboring cells.
Implication of a CIPK protein in plant virus cycle is a novel concept that has only been
reported for Cucumber mosaic virus (CMV). The CMV polymerase 2a protein was identified
as an interacting partner of the tobacco NtCIPK12 homolog (Kang et al., 2012). The C-
terminus of NtCIPK12 was able to phosphorylate the 2a protein (Kang et al., 2012). Further
examination of the RT protein phosphorylation status by AtCIPK7 should bring more
insights into the biological function of AtCIPK7 in the TuY'V cycle.

Experimental procedures

Viral mutant construct and plant inoculation

To obtain TuYV-ART¢ter, the TuYV mutant bearing a deletion of the C-terminal part of the
RT protein, conventional PCR cloning techniques were employed. The plasmid
pBWNhe/Mlu, containing the full-length sequence of TuYV (previously referred to as Beet
western yellows virus) with two additional restriction sites Nhel and Mlul (Brault et al.,
2005) was used as template for PCR amplification using the oligonucleotides listed in Table
S4. The PCR fragment was digested by Nhel and Mlul enzymes and introduced into the
Nhel-Mlul-digested pTuYVNhe/Mlu to yield the pTuYVARTcy:. To construct the plasmid
used for agroinoculation, the Spel-Sall fragment from pTuYVARTc was subsequently
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subcloned into pBinTuY VGARN (Leiser et al., 1992) digested with the same enzymes. The
plasmid constructs were verified by DNA sequencing. The resulting plasmid was introduced
into Agrobacterium tumefaciens CS58C1 (Holsters et al., 1980) for agroinoculation.
A. tumefaciens harboring the binary plasmids was grown to an optical density (OD) at 600
nm of 0.5 and agroinfiltrated into different plant species (English et al., 1997). Inoculated
plants were assayed by double-antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay
(DAS-ELISA) three weeks post-inoculation (Clark & Adams, 1977) with an antiserum raised
against BMYV (Loewe, Kronach, Germany). 4. thaliana Col-0 were also inoculated with
TuY'V using 5 aphids per plant which had previously been fed on purified virus (50 pg/ml)
(Bruyere et al., 1997).

Protoplast infection and viral protein detection

Protoplasts of Chenopodium quinoa were inoculated with viral RNA transcripts by
electroporation as described by Bruyere (Bruyere ef al., 1997). Proteins were extracted from
infected protoplasts and analyzed by Western blot using coat protein- and RT-specific

antibodies (Reutenauer et al., 1993).

Yeast two-hybrid assay and protein detection in yeast

Total RNA was extracted from fluorescent protoplasts expressing the GFP under the control
of the AtSUC2 companion cell specific promoter (Chapuis et al., in preparation) using
RNeasy Plant mini kit (Qiagen) and following the manufacturer’s instructions. Isolated RNA
was used to construct an A. thaliana companion cell specific cDNA library in the pGADT7
vector, directly in Saccharomyces cerevisiae strain Y187, following the protocol from the
“Mate and Plate” library system (Clontech). Y2HGold yeast cells, containing the reporter
genes HIS3 and ADE?2, were transformed with a construct expressing the C-terminal part of
the RT protein sequence (nts 4768 — 5495) fused to the GAL4 DNA binding domain (BD)
into the pGBKT7 vector, and the resulting fusion protein was used as bait. The phloem
cDNA library was screened against the bait by yeast mating using the Matchmaker' ™~ Gold
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Yeast Two-Hybrid Gal4 promoter-based system (Clontech) as described by the
manufacturer. Selection of the colonies in which interactions occurred was made by plating
yeast cells onto minimal synthetically defined medium for yeast (SD medium) deprived of
leucine, tryptophan, histidine and adenine [-LWHA]. The prey fragments of the yeast clones
developing on the selective media were amplified by PCR and sequenced. The resulting
sequences were used to identify the corresponding interacting proteins in the GenBank
database.

The N-terminal domain of AtCIPK7 covering the first 283 amino acid residues was amplified
by RT-PCR and cloned into the pGADT?7 vector between EcoRI and BamHI sites to yield
pGAD-CIPK7,.283 using the primers listed in Table S4. The AtCIPK7 full-length sequence,
cloned into the pGAD.GH vector (pGAD-CIPK7-FL,.429), was kindly provided by J. Kudla.
In order to test the interaction of pGAD-CIPK7-FL 429, pGAD-CIPK7,.,83, and
pGAD-CIPK7346.429 with pGBKT7-RTcr, Y2HGold yeast cells were co-transformed with
one of the pGAD-derived constructs and with pGBKT7-RTc using the lithium acetate
method. Co-transformed yeast cells were selected on SD medium lacking leucine and
tryptophan [-LW] before being spotted onto SD [-LWHA] after serial dilutions in 2%
glucose (Agoo= 1 to 10™*). Yeast cells were grown at 23°C for 8 days. All experiments were
performed in triplicate. Empty pGADT7 or pGAD.GH vectors were used as negative

controls.

Subcellular localization by confocal microscopy

Site-directed mutagenesis was performed to obtain the full-length TuYV-RT sequence. The
UAG stop codon of the coat protein was changed to UAC using the QuikChange Lightning
site-directed mutagenesis method (Stratagene) following the manufacturer’s instructions and
using pBWj as template (Veidt et al., 1992) and the primers listed in Table S4. The full-
length coding sequence of AtCIPK7 was amplified by RT-PCR from total RNA extracted
from A. thaliana (RNeasy plant mini kit, Qiagen). AtCIPK7 and RT protein fused to a

fluorochrome were generated by the Gateway technique according to the manufacturer’s
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instructions (Invitrogen). Briefly, AtCIPK7 and RT sequences were recombined into the
Gateway donor plasmid pDONR207 (Invitrogen) to yield entry clones which were
subsequently analyzed by sequencing. Entry clones were further used for recombination with
the destination vectors pH7WGR?2 for expression in plants of RFP N-terminal fusion of the
RT protein, and pK7WGF2 or pK7FWG2 for expression of AtCIPK7 fused with GFP at,
respectively, its N- or C-terminus (Karimi et al., 2002). The primers containing attB1 and
attB2 recombination sequences that were used to generate Gateway constructs are listed in
Table S4.

A. tumefaciens C58C1 was transformed with the recombinant Gateway constructs and three
to four week old N. benthamiana plants infiltrated (English et al., 1997). All infiltrations
were performed in the presence of the viral silencing suppressor of Tobacco bushy stunt
virus, the P19 protein. Images were acquired 48 hours after infiltration using a laser scanning
confocal microscope (Zeiss) with software package LSM510 (version 2.8), equipped with a
63x water-corrected objective in multitrack mode. eGFP was excited with the 488 nm line of
an Argon laser and detected via a 505-530 nm band emission pass filter. mRFP was excited
at 543 nm and detected with a 560 nm long pass filter. Protein expression was analyzed by
Western blot assay using commercial antibodies directed against mRFP. In-house made
eGFP antibodies were provided by the “Institut de Biologie Moléculaire des Plantes” (IBMP-
CNRS, Strasbourg, France).

qRT-PCR analysis of CIPK7 expression in TuYV infected plants

Total RNA was isolated from young leaves collected from mock-inoculated and virus-
infected A. thaliana using an RNeasy Plant mini kit (Qiagen) and following the
manufacturer’s instructions. On-column DNase treatment using RNase-free DNase set
(Qiagen) was performed. Three biological samples were analyzed per treatment and each
sample represented a pool of RNA isolated from three plants. Presence of the virus was
tested by RT-PCR before pooling the RNA extracts. Complementary DNA was synthesized
from 1 pg total RNA using oligo (dT) primers and SuperScript® III reverse transcriptase
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(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. qPCR primers were designed using
ProbeFinder 2.45 (Roche Applied Sciences) (Table S4). Specificity of PCR primers was
assessed by melting curve analysis of PCR products. PCR was performed using the Bio-Rad
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System and SsoFast'™ EvaGreen” Supermix
(Bio-Rad). Ten microliters of PCR reaction contained 12.5 ng cDNA, 400 nM primers and
5 ul SsoFast EvaGreen supermix. Average amplification efficiency (E) was determined by
LinRegPCR. Relative expression levels were normalized to EXPRESSED PROTEIN,
At4g26410 (Czechowski et al., 2005), whose cycle threshold (Cr) value was subtracted from
the Cr value of AtCIPK7, yielding a ACr value. The relative expression levels of AtCIPK7
were calculated using the AACt method. The qPCR cycles were set up as follows: 95°C for
30 sec followed by 40 cycles at the following conditions: 95°C for 5 sec, 61°C for 5 sec and
77°C for 5 sec; melt curve analysis was performed at 55°C to 95°C in 0.5°C increments for 5

SEC.

T-DNA mutant characterization

The A. thaliana T-DNA insertion mutant cipk7 (SALK 124117) in the Col-0 background
was obtained from the Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) (Alonso et al.,
2003). Insertion of the T-DNA sequence into the CIPK7 sequence of the cipk7 mutant was
controlled by PCR genotyping using gene-specific primers and left border primers of the T-
DNA insertion (LBbl) (Table S4). Absence of expression of AtCIPK7-mRNA in cipk7
mutant was controlled by RT-PCR on total RNA extracts (RNeasy Plant mini kit, Qiagen),
and RNA integrity was confirmed by RT-PCR amplification of actin mRNA. All primers are
described in Table S4.
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Fig. 1: (A) Schematic representation of TuYV-ARTctr with the position of the encoded structural proteins (CP and RT*)
and the full-length RT protein (RT) (arrows). The grey hatched area at the C-terminal part of the RT of TuYV-NM (Brault
et al., 2005) has been deleted in TuYV-ARTcer. Positions of the introduced restriction sites Nhel and Miul in TuYV-NM
and in TuYV-ARTcer are indicated. (B) Western blot analysis of TuYV capsid proteins in transcript-infected C. quinoa
protoplasts. Proteins extracted from 50000 protoplasts 72 h after inoculation were loaded onto a polyacrylamide gel. The
upper portion of the blot was incubated with an antiserum raised against the ORF5-encoding protein and the CP protein
was detected in the lower portion of the blot using antibodies raised against TuYV-CP (Reutenauer et al., 1993).
Positions of the molecular weight markers are indicated on the left. Mock: Mock-inoculated protoplasts; Pur. Virus:

Purified TuYV-WT.
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Fig. 2: Interaction between the C-terminal part of the TuYV-RT protein and AtCIPK7 in yeast
cells. The yeast strain Y2HGold was co-transformed with pGBKT7-RTcwr and one of the
following constructs: pGADT7-CIPK7346-429, pGAD.GH-CIPK7-FL1-429, pGADT7-CIPK71-283 or
the empty pGADT7 and pGAD.GH vectors. Alternatively the pGAD-derived constructs were
combined in yeast with the empty pGBKT7 vector. Ten-fold serial dilutions (from 1 to 10-4) of
doubly transformed cells were allowed to grow on a medium missing leucine and tryptophan
[-LW] before being transferred onto a selective medium deprived of leucine, tryptophane,
histidine and adenine [-LWHA]. Yeast cells were allowed to grow for 8 days at 23°C.

184



Résultats - [dentification d'un partenaire protéique de la protéine RT du TuYV par un crible double-hybride dans la levure

A)
16 5
1.4 T
1,2 ——l—
E 17 I -
308 +—
é 06 |
04 —
02 +—]
0 T T T -—\
GFP.CIPK7 GFP  CIPK7:GFP  N.I.
+TuyVv + TuYV + Tuyv
B)
2,5

2 .
e | Mttt 2
o 15
=]
7
o1 E

05 L 3
0 T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Quantity of virions (ng)

Fig. 3: A) Accumulation of TuYV in N. benthamiana leaves infiltrated with TuYV and AtCIPK7
fused to GFP. AtCIPK7 was tagged to GFP at its N- or C-terminus (GFP:CIPK7 and
CIPK7:GFP, respectively). Virus titer in agroinoculated leaves was analyzed by ELISA at 3
dpi. Each histogram represents the mean absorbance value at 405 nm of 10 plants. *: The
calculated P-value after Kruskal-Wallis analysis (R commander) to compare TuYV
accumulation in leaves infiltrated with GFP:CIPK7 with virus accumulation in leaves infiltrated
with the free GFP is below 0.05, meaning that virus accumulation is statistically different under
these two conditions. N.l.: non-infiltrated leaves; B) Standard curve calibration made from
serial dilutions of purified virus (TuYV). The absorbance values were measured 30 min after
substrate incubation as in (A).
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Fig. 4: qRT-PCR analysis of expression of AtCIPK7 mRNA in non-inoculated
leaves of A. thaliana infected with TuYV. A. thaliana plants were infested with
non-viruliferous aphids (non-infected plants) or viruliferous aphids (TuYV-
infected plants). AtCIPK7 mRNA expression was analyzed 10 or 21 days post-
aphid infestation (dpai) and normalized against the reference gene
EXPRESSED (At49g26410). A value of 1 was assigned to AtCIPK7 mRNA levels
in plants infested with non-viruliferous aphids. Data represent the mean value +
standard deviation of three biological replicates, each of them representing a
pool of 3 plants.
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Fig. 5: Subcellular localization of AtCIPK7 and TuY V-RT proteins in N. benthamiana. GFP-
or RFP-fusion proteins were transiently expressed in N. benthamiana leaves and epidermal
cells were observed under confocal microscopy. (A) Infiltration of GFP:CIPK7 (first two
panels). Co-infiltration of GFP:CIPK7 with the plasmodesmata marker PDLP1 (last three
panels); (B) Infiltration of RFP:RT (first two panels). Infiltration of RFP:RT in transgenic N.
benthamiana expressing the tubulin-alpha marker (TUA) (last three panels); (C) Co-
infiltration of GFP:CIPK7 with RFP:RT. Each set of three pictures shown horizontally
represents different subcellular co-localizations of the proteins. The left panels correspond to
GFP:CIPK7 localization, the middle panels represent RFP:RT localization and the right
panels a merge of the pictures; (D) Infiltration of GFP:CIPK7 with TuYV full-length
infectious clone. Three pictures of different localizations of GFP:CIPK7 are presented
vertically. Expression of the fusion proteins was confirmed by Western-blot (Fig. S2) using
antibodies directed against GFP or RFP. Bars represent 5 pM. The arrow head indicates the
nucleolus (nu).
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Table 1: Virus accumulation of TuY V-ART¢ in non-inoculated leaves of M. perfoliata and

A. thaliana following agroinoculation

M. perfoliata A. thaliana Col-0
nb inf./total b nb inf./total b
OD£SD OD+SD
inoc.? inoc.?

TuYV-ART ceer 10/15 0.51+0.26 7/30 0.210.07
TuYV-NM 14/15 1.61+0.12 / /
TuYV-WT 14/15 1.85+0.23 27/30 1.86+0.33
Non-inoc.* 0/1 0.13 0/6 0.14+0.01

*Number of infected plants/number of plants agroinoculated. A plant is considered infected
when the ELISA value of the leaf extract is above the ELISA value of three non-infected
Elants + 3 times the standard deviation of these extracts. ELISA was done 4 wpi

Mean absorbance value at 405 nm of the infected plants + Standard Deviation
“Non-inoculated plants. The OD value corresponds to the mean absorbance of all plants
"the calculated /P/ value after Kruskal-Wallis analysis (R commander) to compare TuYV-
ARTcyer accumulation with TuYV-WT or -NM is below 0,05 meaning that accumulation of
TuY V-ARTcy is statistically different from those of TuYV-WT and -NM

Table 2: Kinetic of TuY V-AR Tt accumulation in non-inoculated N. benthamiana leaves

TuYV-WT TuYV-ART cter non-inoc.?
nb plants nb plants nb plants
dpc* inf./total OD=£SD¢ inf./total OD=£SD¢ inf./total OD=£SD¢
inoc.” inoc.” inoc.”
0 0/10 0.25+0.02 0/10 0.25+0.03 0/1 0.24
4 1/10 2.12 0/10 0.14+0.01 0/1 0.15
7 4/10 2.13+0.45 0/10 0.15+0.04 0/1 0.14
11 6/10 1.76+£0.57 0/10 0.14+0.00 0/1 0.16
14 7/10 1.65+0.37 0/10 0.17+0.03 0/1 0.14

"Days post-cutting the inoculated leaves

"Number of infected plants/number of plants agroinoculated. A plant is considered infected
when the ELISA value of the leaf extract is above the ELISA value of three non-infected
plants + 3 times the standard deviation of these extracts

‘Mean absorbance value at 405 nm of infected plants + Standard Deviation, except for plants
infiltrated with TuYV-ART¢, for which the value represents the mean absorbance of all
agroinoculated plants

hon-inoculated plants. The OD value corresponds to the absorbance of the non-inoculated
plant

188



Résultats - [dentification d'un partenaire protéique de la protéine RT du TuYV par un crible double-hybride dans la levure

Table S1: Virus accumulation in agroinfiltrated leaves of N. benthamiana and M.
perfoliata measured by ELISA

N. benthamiana M. perfoliata
nb inoc. plants® OD+SD® | nbinoc. plants®  OD+SD"
TuYV- # #
27 1.13+0.17 10 1.89+0.21
ARTCter
TuYV-NM 27 #1.19+0.15 / /
TuYV-WT 27 1.05+0.10 10 1.70+0.22
Non-inf.° 8 0.11+0.00 1 0.15

®Number of plants agroinfiltrated with the virus-derived constructs
®Mean absorbance value at 405 nm of the agroinfiltrated leaves 5 days after inoculation + Standard
Deviation

“Non-infiltrated plants

*the calculated /P/ value after Kruskal-Wallis analysis (R commander) to compare TuYV-ART ¢, and -NM
accumulation with TuYV-WT is above 0,05 meaning that accumulation of TuYV-ARTCter is not statistically
different from those of TuYV-WT and -NM

Table S3: TuYV accumulation in A. thaliana cipk7 mutant

Exp. 1 Exp. 2
nb plants nb plants
inf./total OD+SD" inf./total OD+SD"
inoc.? inoc.?
cipk7 13/15 #1,42+0,34 11/15 #0,86+0,27
Col-0 11/15 1,36+0,21 10/15 0,72+0,22
Non-inoc.® 0/2 0,12+0,01 0/5 0,11+0,00

®Number of infected plants/total number of plants inoculated. A plant is considered infected when the ELISA
value of the leaf extract is above the ELISA value of three non-infected plants + 3 times the standard deviation of
these extracts.

®Mean absorbance value at 405 nm of the infected plants + Standard Deviation

‘Non-inoculated plants

*the calculated /P/ value after Kruskal-Wallis analysis (R commander) to compare TuYV accumulation in cipk7
mutant with Col-0 is above 0,05 meaning that TuYV accumulation in cipk?7 is not statistically different compared
to Col-0
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Table S2: Kinetic of virus accumulation of TuYV-ART ¢ in non-inoculated leaves of M. perfoliata following agroinoculation

2 wpi 4 wpi 6 wpi 8 wpi
nb plants nb plants
nb plants nb plants .
OD+SD" OD+SD" inf./total OD+SD" inf./total OD+SD!
inf./total inoc.” inf./total inoc.” . .
1moc. 1mnoc.
9/14 (I) 1.29+0.30 9/14 "1.2940.17 9/14 #0.97+0.26 9/14 #0.50+0.15
TuYV-ARTce.  3/14 (1) #0.46+0.14 5/14 "1.130.11 4/14 #0.66+0.15 5/14 #0.74+0.10
10/15 (1I1)° #0.60+0.26 10/15 0.51£0.26 11/15 #0.39+0.07 4/15 0.43+0.02
TuYV-NM 14/15 (11D) 1.95+0.20 14/15 1.610.12 14/15 0.73+0.09 14/15 #0.98+0.34
10/14 (1) 2.36+0.22 11/14 2.10+0.11 11/14 2.07+0.26 11/14 1.69+0.23
TuYV-WT 10/14 (11) 1.53+0.24 12/14 1.79£0.26 12/14 1.59+0.36 12/14 1.36+0.13
14/15 (111) 2.17+0.30 14/15 1.85£0.23 14/15 0.86+0.11 15/15 1.60+0.27
0/1 (T) 0.12 0/1 0.13 0/1 0.13 0/1 0.16
Non-inoc.’ 0/1 (I1) 0.13 0/1 0.13 0/1 0.16 0/1 0.14
0/1 (IIT) 0.06 0/1 0.13 0/1 0.12 0/1 0.14

*Number of infected plants/number of plants agroinoculated. Numbers in brackets correspond to different experiments. A plant is considered infected

when the ELISA value of the leaf extract is above the ELISA value of three non-infected plants + 3 times the standard deviation of these extracts

"Mean absorbance value at 405 nm of the infected plants + Standard Deviation

“The data of experiment III corresponding to 4 wpi are those presented in Table 1

Non-inoculated plants. The OD value corresponds to the absorbance of the non-inoculated plant

"the calculated /P/ value after Kruskal-Wallis analysis (R commander) to compare TuY V-ART¢, accumulation with TuYV-WT or -NM is below 0,05

meaning that accumulation of TuY V-ARTc,, is statistically different from those of TuYV-WT and -NM
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Résultats - Etude des génes RTM dans le mouvement viral systémique

Chapitre 3 : Etude des genes RTM dans le mouvement viral
systémique

I. Genes de résistance RTM et Potyvirus

Au cours de I'évolution, les plantes ont développé diverses voies de résistance
en réponse aux pathogenes, comme les virus. Une des stratégies particulierement
efficace pour bloquer l'infection est d’empécher le virus de se propager dans toute la
plante et donc de le confiner a son site d’entrée. Plusieurs mécanismes de résistance
active ont été caractérisés comme la réponse hypersensible qui est souvent controlée
par des génes dominants de résistance (genes R) (Maule et al.,, 2007) mais aussi le
mécanisme d’ARN interférence ou « RNA silencing » qui cible plus spécifiquement les
ARN viraux (Voinnet, 2005). Il existe aussi des mécanismes passifs qui sont dus a une
inadéquation dans les interactions entre le virus et I'hote, ce qui conduit a un
bloquage du virus a une des étapes de son cycle. Ce mécanisme implique la plupart du
temps des genes récessifs de résistance (Diaz-Pendon et al., 2004).

En 1998, Mahajan et al. (1998) ont établi un lien entre I'infection par certains
Potyvirus et quelques genes cellulaires qui sont capables de bloquer le mouvement
viral a longue distance chez A. thaliana. Ce systeme de résistance n’'implique aucun
mécanisme cité précédemment. En effet, en étudiant plusieurs écotypes naturels et
des mutants d’A. thaliana, il a été mis en évidence qu’au moins trois genes dominants,
RTM1, RTM2, et RTM3 sont impliqués dans la restriction du mouvement a longue
distance de certains Potyvirus, notamment le TEV (Tobacco etch virus) dans Col0
(Whitham et al, 1999), ce qui va donner le nom a ce groupe de génes: RTM
(restricted TEV movement). Il est intéressant de noter qu'une simple mutation dans
un de ces geénes permet de lever le confinement du virus au niveau de son site
d’inoculation et ainsi de conduire a l'infection systémique. Cette restriction s’est
avérée efficace pour d’autres potyvirus: le PPV et le LMV (Decroocq et al., 2006).
Mahajan et al. (1998) ont aussi démontré que cette résistance aux Potyvirus
n'implique aucun des mécanismes habituels de défense comme la réponse
hypersensible ou la voie de I'acide salicylique.

Les trois genes RTM codent pour des protéines tres différentes. Ainsi la

protéine RTM1 est une lectine appartenant a la famille des jacalines, dont certains
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membres sont connus pour étre impliqués dans les mécanismes de défense de la
plante contre des pathogenes (Chisholm et al., 2000). La protéine RTM2 présente des
similitudes avec les petites « Heat Shock Protein », mais son expression n’est pas
induite par la chaleur (Whitham et al., 2000). La protéine RTM3 appartient a une
famille de protéines dont la fonction n’est pas encore connue et qui possede un
domaine «Meprin and TRAF homology » (MATH) (Cosson et al., 2010a). Les protéines
RTM1 et RTM3 sont capables d’interagir avec elles-mémes (Chisholm et al., 2001,
Cosson et al., 2010a) mais aussi entre elles (Cosson et al.,, 2010a). La protéine RTM2
n’interagit quant a elle avec aucune des autres protéines RTM. Méme si la protéine de
capside (CP) des Potyvirus semble étre impliquée dans la résistance RTM (Decroocq
et al,, 2009), aucune interaction n’a été démontrée par double hybride (levures) entre
les trois protéines RTM et la CP de deux isolats de PPV et de deux isolats de LMV
(Cosson et al,, 2010a). Les mécanismes mis en jeu dans cette restriction doivent donc
impliquer d’autres modes d’action ou d’autres acteurs qu'il reste encore a découvrir.
Récemment, deux nouveaux loci nommés RTM4 et RTM5 ont été identifiés par une
approche d’alignement génétique, sur une lignée RIL (Recombinant Inbred
Lines)(Holub & Beynon, 1997) infectée par la souche LMV AF199, lignée issue du
croisement entre I'écotype Col-5, résistant a cette souche de virus et I’écotype Nd-1,
sensible mais semblant posséder les trois autres genes RTM fonctionnels (Cosson et

al, 2012).

II. Etude de I'action des genes RTM sur l'infection par des
Polerovirus

Alors que l'on connait l'effet des protéines RTM sur le développement de
I'infection par différents potyvirus (TEV, PPV, LMV), nous avons voulu tester si elles
pouvaient avoir une action sur un autre genre de virus : les polérovirus. Nous avons
agro-inoculé différents mutants d’A. thaliana affectés dans les génes RTM avec le
TuYV et le CABYV et comparé leur accumulation dans des plantes d’A. thaliana ColO.
28 jours apres agro-infiltration, la présence des virus dans les feuilles systémiques
des plantes a été analysée par des tests ELISA. Aucune différence d’accumulation des
deux virus n’a été observée entre les plantes sauvages (Col0) et les plantes mutantes

rtml et rtmZ2, obtenues par mutagénese EMS (Ethyl methanesulfonate) par Mahajan
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et al. (1998). Ces tests ont été confirmés par 'analyse des ARN extraits de ces plantes
par northern blot en utilisant des sondes radioactives reconnaissant I'extrémité 3’ des
génomes du TuYV et du CABYV (Figure 49). ]'ai également testé un deuxieme mutant
dans le gene RTM1, appelé rtm1-2, obtenu également par mutagénése EMS (Chisholm
et al., 2000) et des mutants knockout produits par insertion de T-DNA, dans les génes
RTMZ2 et RTM3 appelés KO rtm2 (Salk) (Decroocq et al.,, 2006), KO rtm3 (Gabi-Kat
801D05), KO rtm3 (Salk_017845) (Cosson et al.,, 2010a). L’analyse par ELISA des
feuilles systémiques des plantes inoculées par le TuYV ou le CABYV a démontré qu'il
n’'y a aucun changement dans 'accumulation du virus dans les feuilles systémiques et
donc que le complexe RTM ne semble pas agir sur le mouvement a longue distance de
ces deux virus, contrairement aux potyvirus. Ceci suggére que les mouvements

systémiques des Potyvirus et des Polerovirus ont des caractéristiques distinctes.

Figure 49 : Accumulation de I’ARN viral du TuYV (A) et du CABYV (B) dans des A. thaliana KO
RTM1 et RTM2. Les ARN sont détectés par des sondes ADN radioactives spécifiques a une séquence en
3’ de chaque génome. Aucune différence d’accumulation n’est observée entre les plantes mutants et
sauvage (Col0).
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II1. Etude du mouvement a longue distance du LMV par extinction du
gene de résistance RTM1 par VIGS

1. Extinction de genes par la technique de VIGS (virus-induced gene
silencing)

La technique de VIGS utilise le principe de « RNA silencing » (Baulcombe,
1999) afin d’abolir I'expression d’'un géne pour en étudier ses fonctions (Senthil-
Kumar & Mysore, 2011, Lange et al., 2013). Ce mécanisme est activé par les virus lors
de leur réplication par la formation d’ARN double brin qui sera ensuite clivé par une
enzyme de type DCL (Dicer-like protein) en siARN (Llave, 2010). Un brin des siARN
viraux va s’associer avec le complexe RISC (RNA-induced silencing complex)
contenant la protéine ARGONAUTE 1 (AGO1) pour apporter la spécificité d’homologie
de séquence avec la cible (Llave, 2010). L'interaction entre le complexe RISC et 'ARN
cible peut induire le clivage de ce dernier ou plus rarement chez les plantes, une
inhibition de la traduction (Brodersen et al.,, 2008). Il s’agit dans ce cas de « post-
transcriptional gene silencing » (PTGS). Si 'interaction entre le complexe RISC et
I’ADN cible se déroule dans le noyau, il s’agit alors de TGS (transcriptional gene
silencing) qui aboutit a une répression de la transcription due a des modifications de
I’ADN et/ou des histones (Zheng et al., 2007). Le phénomeéne peut étre amplifié par
les protéines cellulaires RDR (RNA dependant-RNA polymerase), qui utilisent les ARN
simple brin «aberrants» pour synthétiser de nouveaux ARN double brin qui
maintiendront le cycle de dégradation (Donaire et al., 2008).

La technologie de VIGS nécessite la construction d’'un virus recombinant,
renfermant une séquence d’'un géne-cible dont on cherche a inhiber 'expression par
« RNA silencing ». Lors de l'infection, cette séquence intégrée au génome viral sera
clivée par une enzyme DCL tout comme le reste du génome viral et les siARN qui en
résulteront pourront guider la dégradation spécifique des genes dont ils sont
complémentaires. Un vecteur est donc construit a partir d’'un génome viral placé sous
le contrdle d’'un promoteur procaryotique de type T7 RNApol permettant la synthese
in vitro des transcrits viraux, ou sous le controle d'un promoteur constitutif
eucaryotique de type promoteur 35S du CaMV. Le génome viral aura été modifié de
maniére a comporter des sites de clonage afin d'y insérer une partie de la séquence

du gene a cibler. Cette méthode a pour avantage d’étre rapide (une a trois semaines
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pour l'infection par le vecteur et la mise en place du « RNA silencing »), et d’étre
applicable a des plantes qui ne bénéficient pas encore de technique de
transformation. Plusieurs types de vecteurs ont été construits a partir par exemple,
du Tobravirus TRV ou de I'ASLV (Apple latent spherical virus) du genre Cheravirus
(Igarashi et al., 2009). Ces deux vecteurs sont efficaces sur un grand nombre
d’espéces végétales.

Par exemple, Liu et al. (2002) ont développé un vecteur VIGS a partir du TRV
pour étudier le réle des genes dans la voie de signalisation contrélée par le géne N du
tabac qui confere une résistance a la plante contre le TMV (Whitham et al., 1994).
Dans cette étude, un vecteur pTRV a été construit a partir de ce virus bipartite, formé
de deux plasmides correspondant aux ARN1 et ARN2 du TRV, sous le contrdle du
promoteur 35S du CaMV. Les genes codant pour les protéines non essentielles de
I’ARN2 (la protéine de capside et deux protéines hypothétiques encore jamais
détectées) ont été remplacés par des sites de clonage pour insérer les séquences des
genes-cibles. Pour tester 'efficacité de leur vecteur pTRYV, les auteurs ont inséré une
séquence du gene PDS codant pour la phytoéne désaturase impliquée dans la voie de
biosyntheése des caroténoides. La mise en place de I'extinction du gene dans la plante
est bien visible et se traduit par un blanchiment des feuilles qui est visible 5 jours
post-infection dans les feuilles systémiques et qui persiste dans le temps (Figure 50).
Liu et al. (2002) ont ensuite procédé a leur étude en insérant dans le vecteur des
séquences des genes homologue dans le tabac des génes Rarl (identifié dans 'orge),
EDS1 et NPR1/NIM1 (identifiés dans A. thaliana) participant a la résistance médiée
par le gene N contre le TMV. Apres infiltration de ces vecteurs recombinants dans les
N. benthamiana transgéniques exprimant le gene N du tabac, le TMV est inoculé 8
jours plus tard. Contrairement aux contrdles VIGS sans gene cible, le TMV est
retrouvé dans les feuilles systémiques 10 jours post-infection, ce qui signifie que la
résistance controlée par le géne N a été abolie suite a 'extinction des génes Rarl,
EDS1 et NPR1/NIM1 par le vecteur recombinant pTRV. Cette stratégie a permis de
confirmer I'importance de ces genes dans le mécanisme de résistance contrélé par le

gene N contre l'infection par le TMV.
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Figure 50 : Extinction du géne PDS (phytoene
desaturase). L’infection du TRV recombinant
portant la séquene PDS permet l'extinction du
géne PDS endogene dans N. benthamiana ce qui
provoque linhibition de la biosynthese de
caroténoides et en conséquence, un phénotype de
blanchiment. (Liu et al,, 2002)

2. Stratégie développée avec le TuYV

Au laboratoire, la spécificité de restriction aux cellules phloémiennes des
Polerovirus a été exploitée pour développer un vecteur viral capable d’éteindre
certains genes spécifiquement au niveau du phloeme (voir publication ci-apres). Ainsi
le Dr. D. Bortolamiol-Bécet a construit un virus TuYV chimérique portant une
séquence d’ADNc provenant d'un gene cellulaire, le gene CHLI1 qui intervient dans le
processus de biosynthése de la chlorophylle. Lors de I'infection, le virus déclenche le
mécanisme de «RNA silencing » qui va cibler le génome du TuYV et produire des
siARN viraux, mais également des siARN dirigés contre '’ARN messager du géne
CHLI1. 1l en résulte une extinction du géne correspondant dans les cellules infectées
mais également dans les cellules voisines en raison du mouvement de cellule en
cellule du signal de RNA silencing (Himber et al, 2003). Le suppresseur de RNA
silencing du TuYV agissant en aval de la production de siARN (Bortolamiol et al.,
2007, Csorba et al., 2010), ceux-ci sont libres de passer dans les cellules voisines et
d’étre incorporés dans le complexe RISC pour dégrader 'ARNm du gene CHLII. On
observe un phénotype de jaunissement des nervures, jaunissement caractéristique de
I'absence de chlorophylle. Plusieurs types de séquences (sens, antisens, tige-boucle...)
ont été insérées au niveau de deux sites de restriction présents dans I'extrémité 3’
non codante du génome du TuYV et testées pour leur efficacité de suppression. Il
apparait que c’est une construction sens de 81 pb qui possede I'effet le plus efficace et
durable chez A. thaliana (Figure 51A). Le phénotype de jaunissement des nervures
apparait au bout de 9 jours et persiste plus d’'un mois a ce niveau sans que ce
phénotype ne s’étende a l'ensemble du limbe de la feuille (Figure 51B). Cette
observation phénotypique a été confirmée par des expériences de qPCR par la
diminution de I'accumulation du transcrit CHLI1 dans les plantes infectées par le
virus TuYV-CHLI1, et non pas dans les plantes infectées par le TuYV sauvage (Figure

51C).
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Figure 51 : Construction de virus TuYV recombinants exprimant une séquence du géne CHLI1 et
validation fonctionnelle. (A) Représentation schématique de 'extrémité 3’ du génome du TuYV et
localisation des sites de restriction introduits pour la construction de nouveaux recombinants. Les
mutations sont indiquées en gras dans la séquence. (B) Exemples de symptomes de jaunissement des
nervures, observés sur quatre des TuYV recombinants testés. L’extinction du gene CHLII par ces
vecteurs est donc fonctionnelle. (C) Quantification par qPCR des transcrits du gene CHLI1 (jaune) et
des ARN viraux lors de l'infection par une collection de TuYV (rouge) recombinants sauvages ou
déficient pour leur protéine P0. La normalisation des valeurs a été réalisée par rapport a un échantillon
de six ADNc de plantes infectées par le TuYV sauvage. Les chiffres entre parenthése indique le nombre
de plantes analysées. SucSUL: plante transgénique pSUC2::CHLI1, TuWT: TuYV sauvage, TuPO: TuYV
n’exprimant pas le supresseur de RNA silencing PO, TuM1 et TuM2: insertion d’'un site Mlul (voir
Figure A ci-dessus), TuM1hp, TuM1s81, TuM2hp, TuM2s80, TuM2s40, TuM2as40: TuYV recombinants.
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L’efficacité de cet outil viral ayant été démontrée pour le géne CHLI1, nous
avons voulu tester cette méme approche en insérant dans le génome du TuYV un
fragment du gene RTM1 afin de valider son efficacité sur le mouvement systémique
du LMV. En effet, on sait que le LMV sauvage (AF199) est incapable de développer
une infection systémique sur I’écotype Col0, contrairement au variant naturel appelé
AFVAR1 (Decroocq et al., 2009), alors que tous deux infectent de maniére systémique
I'écotype C24. Ces deux variants de LMV different d'un acide aminé au niveau de la
protéine de capside (CP), une glycine qui est remplacée par un acide aspartique chez
le variant AFVAR1. Cette mutation permet au variant de contourner la résistance sur

Col0 (Decroocq et al., 2009).

3. Résultats

Sachant qu’'une mutation dans un seul des genes RTM est suffisante pour
permettre l'infection par le LMV sauvage AF199, l'objectif de l'expérience visait
'extinction du gene RTM1 dans des feuilles d’A. thaliana Col0 afin de permettre au
LMV sauvage AF199 d’infecter la plante entiere. Au laboratoire, le Dr. Kamal Hleibieh
a construit un TuYV chimérique sur le modele précédemment décrit en insérant une
séquence de 82 pb du gene RTM1 au niveau de 'extrémité 3’ non codante du génome
viral (Figure 52A). Ce virus a ensuite été agro-infiltré dans des A. thaliana Col0. En
parallele, le virus portant la séquence du gene CHLI1 (TuYV-Sul 80) a été infiltré afin
de pouvoir suivre l'infection virale au cours du temps en observant le jaunissement
des nervures. 15 jours apres agro-infiltration, I'extinction du messager CHLI1 étant
bien visible, les plantes ont été infectées mécaniquement par I'un des deux variants
AF199 ou AFVAR1 du LMV. Des plantes témoins C24 ont été traitées de la méme
maniere afin de confirmer le pouvoir infectieux de I'inoculum. Des analyses par ELISA
sur les plantes infectées par les deux virus (TuYV et LMV) ont confirmé la présence du

TuYV dans toutes les plantes agro-infiltrées (10/10).
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Figure 52 : Construction d’un virus TuYV recombinant exprimant une séquence du géne RTM1
et validation fonctionnelle de sa capacité a réaliser du VIGS. (A) Séquence du génes RTM1 avec la
localisation du fragment inséré dans un virus TuYV-M2. (B) Quantification des transcrits du géne
RTM1 (jaune) et des ARN viraux: TuYV sauvage (Tu-WT) ou recombinant Tu-RTM1 (rouge) et LMV
(vert) suite a une expérience d’infection double: TUWT ou Tu-RTM1 puis deux semaines plus tard
LMV sauvage ou LMV contournant la résistance (LMV-VAR1). Les ARN ont été extraits trois semaines
apres l'infection par le LMV. L’infection a été réalisée sur ColO (résistante au LMV AF199) ou C24
(sensible). Les valeurs ont été normalisées par rapport a un échantillon de plantes doublement
infectées par le TuYV sauvage et le LMV-VARI1. Les chiffres entre parenthese précisent le nombre de
plantes analysées. (C) Cinétique d’expression du gene RTM1 (jaune) et des ARN viraux: TuYV (rouge)
et LMV (vert) a deux temps: 24 et 54 jours post-infection pour le TuYV, 29 et 53 jours post-infection
pour le LMV.
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Les ARN extraits des feuilles systémiques ont été analysés par qPCR, trois et
sept semaines apres linfection par le LMV. Les résultats ont été normalisés en
utilisant les genes EF1a et EXP comme genes de référence dont I’'expression est stable
durant l'infection virale (Lilly et al., 2011). D’apres les résultats obtenus par le Dr. B.
Monsion (Figure 52B), il apparait tout d’abord que I'’expression du gene RTM1 a
diminué d’'un facteur 6 sur les plantes agro-infiltrées avec le TuYV portant la
séquence RTM1, par rapport aux plantes infiltrées par le TuYV sauvage, confirmant la
fonctionnalité du vecteur dérivé du TuYV en VIGS. La présence du TuYV dans toutes
les plantes infiltrées est bien confirmée. Par contre, celle du LMV a été mise en
évidence dans quatre plantes Col0 infectées par le virus sauvage LMV AF199 sur huit,
tout d’abord tres faiblement au premier temps (trois semaines post-infection) puis
plus nettement a sept semaines post-infection (Figure 52C). La descendance virale
présente dans les quatre plantes positives a été vérifiée par séquencage pour
confirmer la présence du LMV sauvage AF199 et non pas d’un variant qui aurait pu
apparaitre naturellement ou par contamination.

Ainsi le virus chimérique TuYV portant une courte séquence du gene RTM1 a
permis d’éteindre partiellement son expression dans les cellules phloémiennes ce qui
a permis au LMV AF199 de se propager aux feuilles supérieures non inoculées de
I’écotype Col0. Le fait que I'extinction ne soit pas totale peut-étre dii a la potentielle
stabilité de la protéine RTM1 dans le phloéme qui pourrait perdurer malgré I'arrét de
sa synthese.

Ce projet « collectif » de validation fonctionnelle a été le résultat d’'un travail
dans lequel j’ai participé a la mise au point de la cinétique des infections par les deux
virus et de I'analyse par qPCR.

Voici le manuscrit en préparation présentant ces résultats :

216



Résultats - Etude des génes RTM dans le mouvement viral systémique

Phloem specific Virus-Induced Gene-Silencing using a Recombinant polerovirus

Diane Bortolamiol-Bécet’, Baptiste Monsion’, Sophie Chapuis’, Kamal Hleibieh®,

Véronique Brault® and Véronique Ziegler-Graff**

*Institut de Biologie Moléculaire des Plantes, Laboratoire propre du CNRS conventionné avec
I’Université de Strasbourg, 67084 Strasbourg, France

® UMR 1131 SVQV INRA-UDS, 28 rue de Herrlisheim, 68021 Colmar, France

* = corresponding author

e-mail : veronique.ziegler-graff@ibmp-cnrs.unistra.fr

Abstract

Virus Induced Gene Silencing has proven to be a powerful tool for the study of gene
function in plants. We have taken advantage of polerovirus phloem restriction to engineer a
chimeric virus carrying a cDNA fragment from an endogenous plant gene to specifically
silence the gene in vascular tissues. Sense (S), antisense (AS) and inverted-repeat (IR)
sequences of a portion of the AtCHLII gene required for chlorophyll biosynthesis were
inserted into the 3’ non-coding region of Turnip yellows Virus (TuYV) and the
corresponding viruses were agroinoculated to Arabidopsis thaliana. A vein chlorosis
phenotype was observed as early as nine days post-inoculation for all chimeric viruses and
further intensified with plant growth during the following weeks while remaining restricted
to the vasculature. When similar constructs were introduced into virus carrying a knock-
out mutation in the silencing suppressor PO, a similar phenotype was observed following
agroinoculation. Thus PO does not have a strong effect on generation, propagation and
action of short distance silencing signals in phloem cells. Interestingly a more durable
phenotype was recorded with the S and AS constructs than with the IR containing viruses.
Molecular analysis of the progeny virus revealed lower stability of the insert in the IR
recombinant viruses. Experiments of transmission by aphids performed with either S or IR
recombinant TuYV confirmed that only the S chimeric TuYV was able to generate
extensive clearly visible vein chlorosis. Functionality of the VIGS process by TuYV
recombinants was further proven by silencing the RTM]I transcript in order to allow

infection by the potyvirus LMV-AF199, which is otherwise unable to infect ColO plants
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due to the RTM resistance. This study shows that a recombinant polerovirus TuYV
containing a host gene sequence can be used to efficiently silence homologous genes
specifically in phloem tissue. It constitutes the first example of a labeled and systemically
infectious polerovirus where the spatial and temporal progression of the viral infection can

be visually monitored.

Introduction

Virus-induced gene silencing (VIGS) is a valuable tool to produce rapid gene knockdown
phenotypes that can be used in reverse-genetic approaches to assess plant gene function
(Baulcombe, 1999; Ratcliff et al., 1999; Waterhouse and Helliwell, 2002). VIGS exploits
RNA silencing that is induced by the delivery of double stranded RNA (dsRNA) to
provoke a sequence-specific RNA degradation, resulting in silencing of a cellular target
gene. In the case of viral infection in plants, and especially for positive sense single-
stranded RNA viruses it was originally thought that the replicative form or/and imperfect
intramolecular RNA duplexes represent the pool of dsRNA that triggers VIGS. Profiling
experiments of viral siRNA (vsRNA) by deep sequencing showed that the vast majority of
vsRNA originated predominantly from genomic sense RNA (Donaire et al., 2009; Qi et al,
2009, Szittya et al., 2010) although for some viruses, the vsRNA distribution was near
symmetry of polarity (Garcia-Ruiz et al., 2010). Several reports have also identified
hotspots generating vsRNA, but no correlation could be drawn with the presence of hairpin
forming sequences at these sites (Donaire et al., 2009, Qi et al, 2009, Garcia-Ruiz et al.,
2010).

VIGS can potentially target any endogenous gene after inserting part of its sequence into a
viral vector. This approach has therefore been successfully applied to study rapid gene
loss-of-function in many dicotyledonous (Waterhouse and Helliwell, 2002; Burch-Smith et
al., 2004) and monocotyledonous plants (Scofield and Nelson, 2009) or both (Liou et al.,
2014), using both RNA or DNA viruses (Burch-Smith et al., 2004; Kumar et al., 2014).
However, up to now, no tissue specific silencing has been reported using a VIGS

technology.

A particularly interesting feature of poleroviruses and other members of the Luteoviridae

family is that virus infection is restricted to vascular tissue. Most plant viruses initially
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infect mesophyll cells of their host. The infection then spreads from cell to cell until cells
of the phloem compartment are attained, whereupon the virus is transported through the
sieve elements to distant parts of the plant. Polerovirus multiplication, on the other hand, is
normally confined to phloem cells (companion cells and phloem parenchyma cells). In
nature these viruses cannot be mechanically inoculated but rely upon aphid vectors which
specifically inject virions into the sieve elements along with saliva while feeding. In the
laboratory, however, poleroviruses can be transmitted by agroinoculation of cloned viral
cDNA (Leiser et al., 1992; Priifer et al., 1996, Nurkiyanova et al., 2000) although virus
proliferation is still confined to the vasculature.

The polerovirus genome is a monopartite single-stranded RNA that is packaged into
isometric particles. It contains six to eight ORFs, some of them overlapping extensively
and most being essential for systemic infection (Brault et al., 1995; Ziegler-Graff et al.,
1996, Ashoub et al., 1998). Stable insertion of a complete foreign gene into a polerovirus
genome has so far not been achieved, probably due to genome size packaging constraints
of the icosaedric particles. An engineered Potato leafroll virus (Polerovirus) bearing a
GFP fusion to the C-terminal part of the minor structural protein was reported to infect
single cells but unable to spread systemically (Nurkiyanova et al., 2000). Comparable
results were observed with a Turnip yellows virus (TuYV, formerly BWYV-FLI1, Beet
western yellows virus) construct containing a GFP-insertion in a similar location (Jérome

Mutterer, Céline Sorin and V. Ziegler-Graff, unpublished data).

In this report, we took advantage of the phloem restriction of poleroviruses to develop
polerovirus-based vectors to specifically silence genes in the vascular tissue. In order to
evade possible limitations in terms of insert size, we introduced short sequences
originating from the CHLII gene in the 3’ untranslated region of TuYV. CHLII encodes
the nucleotide binding subunit of a magnesium chelatase involved in chlorophyll synthesis
(Kjemtrup et al, 1998; Turnage et al., 2002). Its silencing induces tissue yellowing known
as the “sulfur” phenotype (Kjemtrup et al, 1998). Small size inserts in either sense or
antisense orientation or as an inverted-repeat designed to generate an hairpin structure were
tested for silencing. We show that Arabidopsis thaliana plants inoculated with the
aforesaid recombinant TuYV constructs all exhibited a distinct chlorotic phenotype
appearing specifically along the wvasculature. This study thus demonstrates that
poleroviruses can be used as VIGS vectors to specifically target gene expression in phloem

cells. Moreover, confirmation of the functionality of the silencing process was provided by
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the infection of a TuYV-RTM1 recombinant which reduced the accumulation of the RTM1
transcript, thereby promoting the systemic invasion by a wild-type LMV-AF199, which
would be otherwise non-infectious. The recombinant TuYV cDNA clones represent the
first example in the Luteoviridae family in which progression of the infection can be

monitored spatially and temporarily in planta by simple visual observation.

Results

TuYYV is a target of RNA silencing and can be used as a vector in VIGS experiments

In order to use a viral genome as an efficient VIGS vector, several conditions have to be
fulfilled: (1) the virus has to induce the production of viral small RNAs (vsRNA) generated
by DICER-Like enzymes from the viral and the endogenous-inserted sequences, (2) the
vsRNA must efficiently target the endogenous mRNA and (3) the silencing suppressor
activity of the engineered virus should not compromise its silencing activity. A previous
study reported that poleroviruses displayed at least some resistance to degradation by RNA
silencing (Brault et al., 2002). TuY'V infection of transgenic Nicotiana benthamiana plants
expressing a viral transgene originating from the same virus, triggered efficient RNA
silencing of the transgene mRNA, while the viral genome was only poorly targeted by the
plant defence mechanism. To evaluate the potential of TuY'V to induce the production of
vsRNA during infection, and therefore to be used as a VIGS vector, we undertook
additional experiments in A. thaliana.

The silencing suppressor PO encoded by the poleroviruses TuYV and CABYV (Cucumber
aphid borne yellows virus) is known to act at a step downstream of vsRNA production by
inhibiting the siRNA-guided cleavage activity of the RISC complex (RNA Induced
Silencing Complex) (Bortolamiol et al. (2007). In particular the viral protein induces the
degradation of the major actor of the RISC effector, the ARGONAUTE 1 protein (AGO1),
in both transgenic PO plants and in transient expression experiments (Bortolamiol et al.,
2007; Baumberger et al., 2007). However no data are available concerning the generation
of vsRNA and the fate of AGO1 during infection in the absence of PO. We therefore agro-
infected FLAG-AGO1 arabidopsis plants expressing a functional epitope-tagged version of
AGO1 (Baumberger and Baulcombe, 2005) with wild-type TuYV (TuWT) or with a PO-
deficient TuYV (TuPO-, previously referred to as BW1.6346, Ziegler-Graff et al., 1996).
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Three weeks after infection total extracts of small RNA from TuYV-infected Col0 and
FLAG-AGOI plants were analysed and revealed the presence of vsRNA of two sizes
(Figure 1A, lanes aT and bT), indicating that TuY'V is effectively a target of DCL proteins
generating VSRNA. In TuPO- infected FLAG-AGOI plants (Figure 1A, lane cT), the same
vsRNA were detected confirming that PO protein does not interfere with vsRNA generation
(Bortolamiol et al., 2007). The lower level of siRNA observed in these plants is consistent
with the reduction in viral accumulation of the PO knock-out virus, as previously shown by
Ziegler-Graff et al. (1996) and confirmed by the lower detection of the RT protein (minor
structural protein) in total extracts of TuPO- infected plants compared to TuWT infected
plants (Figure 1B, lanes bT and cT).

In order to check if these vsRNA were functional, we investigated their capacity to be
loaded onto AGO1 protein. To this aim the FLAG-AGO1 proteins were
immunoprecipitated using a FLAG antibody from mock or infected plant extracts and the
short RNAs present on the silencing effector core protein were isolated by Tri-Reagent
(MRC, Inc.) extraction. Small size RNA of viral origin (21 or 22 nts long) were detected in
FLAG-AGOI plants infected with both viruses (TuWT and TuPO-, Figure 1A, lanes IP b
and c), in contrast to TuWT-infected ColO plants where no co-immunoprecipitated vsRNA
were found (Figure 1A, lane IP a). This is consistent with the absence of FLAG-AGOI1
proteins in ColO plants, as shown in Figure 1B (lane IP a) where a fraction of the
immunoprecipitated proteins was analysed by Western-blot before extraction of the loaded
sRNAs. As PO has been shown to induce degradation of AGO1 (Bortolamiol et al., 2007;
Baumberger et al., 2007), a reduced level of FLAG-AGO1 was expected in the vascular
tissue of the transgenic infected plants compared to the transgenic mock-infected plants.
As shown on Figure 1B however, no difference in the accumulation of FLAG-AGO was
observed in the immunoprecipitated fraction from the various plant extracts (lanes IP b, c
and d). Presumably, this is because the phloem cells infected by the virus represent only a
minor proportion of the material in the total tissue extracts. A specific destabilisation effect
on AGOI1 in phloem cells would therefore be masked by the bulk of the proteins that has
not been affected in other cell types.

These experiments demonstrate that virus-derived siRNA are produced in infected TuYV
plants and are incorporated into the RISC complex. These vsRNA can potentially target
both viral RNA and any endogenous mRNA destined to be silenced. These results
prompted us to construct recombinant TuY'V viruses to evaluate their silencing potential

activity in VIGS experiments in arabidopsis.
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Construction of the different TuYV-based VIGS vectors

TuYV-based VIGS vectors were designed to take into account several considerations
mandatory for efficiency and stability of the vectors. First, poleroviruses require stable
virions for systemic spread in Nicotiana species (Ziegler-Graft et al., 1996; Taliansky et
al., 2003) and in arabidopsis plants (unpublished data). Increasing the viral genome size by
inserting long foreign RNA sequences was detrimental to stability of the resulting
constructs in infected plants (Nurkiyanova et al., 2000; our unpublished results on TuYV),
presumably because of a size constraint for genome packaging into the isometric viral
particles. We therefore restricted the size of the inserted fragments to about 100
nucleotides (nt). Furthermore, as most of the viral proteins encoded by TuYV are required
to establish an efficient systemic infection (Brault et al., 1995; Ziegler-Graft et al., 1996)
we selected the 3’ non-translated region of the TuYV genome to insert the foreign
sequences. Unique Mlul restriction sites were introduced at two distinct sites in the 3’ non-
coding region of TuYV sequence, just after the ORFS5 stop codon or 35 nt downstream of

it, generating respectively mutants M1 and M2 (Figure 2A).

Among the most popular endogenous genes that have been successfully silenced in VIGS
experiments is the Chlorata 42/CHLII gene (Kjemtrup et al, 1998; Turnage et al., 2002)
that encodes the nucleotide binding subunit of magnesium chelatase involved in
chlorophyll synthesis. Silencing of this gene phenocopies the “SULFUR” phenotype of the
Chlorata 42 mutant in Nicotiana benthamiana, resulting in tissue yellowing. The CHLI!
gene was targeted in a transgenic line of A. thaliana expressing an inverted repeat
construct deriving from the gene under the phloem specific promoter AtSUC2 (Himber et
al., 2003). The resulting “SULFUR” phenotype consisted in a stable yellow chlorosis
arising specifically along the vasculature. We therefore chose to conduct trial experiments

in which small fragments of CHLII cDNA were inserted into viral vectors.

Both Mlul restriction sites were used to insert sequences deriving from the CHLII gene
(Figure 2B). Hairpin constructs M1hp and M2hp were generated by introducing a 42 nt-
long inverted repeat separated by an 18nt loop sequence. This sequence has the ability to

fold into a hairpin-like structure at the 3’ end of the viral transcript. To produce the sense

222



constructs M1s81 and M2s81, an 81 nt-long direct sense-oriented sequence was introduced
into the viral genome at the M1 and M2 sites, respectively. Shorter sense and antisense
sequences (42 nt-long) corresponding to halves of the afore mentioned hairpin were
introduced into the M2 construct to produce the sense M2s42 and the antisense M2as42
mutants (Figure 2B). All of the six aforesaid recombinant constructs were generated in the
wild-type TuYV background and five of them in a PO deficient mutant (PO-M1hp, PO-
M1s81, PO-M2s81, P0-M2s42 and PO-M2as42; Figure 2C).

Infectivity and phenotype analysis of the different TuYV constructs

Arabidopsis Col0 plants were agroinfected with either wild-type (TuWT) or the modified
M1 or M2 (containing only the M/ul restriction site) or the various M1- and M2- derived
VIGS constructs. Whereas TuWT and both the M1- and M2-infected plants remained
symptomless (Figure 3 panels ¢ and d), all recombinant constructs containing partial
sequences of the CHLII gene in the TuWT background developed a discrete vein chlorosis
phenotype (Figure 3 panels e-1). This phenotype resembled to the “SULFUR” phenotype
observed on transgenic sucSUL plants that were transformed with a hairpin construct of the
CHLII gene controlled by the companion cell-specific promoter AtSuc? (Figure 3b;
Himber et al., 2003), except that the pattern of vein decoloration induced by the TuYV
constructs was consistently milder than that observed on sucSUL plants. Phenotype
expression started as soon as nine days post infection (pi) in young emerging leaves of
TuYV-infected plants. On the other hand, source leaves or leaves that were at the
source/sink transition state at the time of virus inoculation remained symptomless. Among
the plants infected with various recombinant constructs, only M2s42 infected plants
displayed a significantly fainter vein yellowing phenotype compared to those produced by
the other constructs (Figure 3, panels 1 and 1). Taken together these observations suggest
that TuYV-VIGS vectors are able to trigger silencing of CHLII in phloem cells and
presumably in cells in close proximity to the infected cells of the vasculature (Himber et

al., 2003).

When the five recombinant constructs in the PO- background were inoculated to
Arabidopsis plants, a similar vein clearing phenotype developed, although milder and with

a delay of 3 to 4 days compared to the TuWT background constructs. This difference is
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probably due to a lower level of accumulation of the PO- mutants in the infected plants as
was originally shown by Ziegler-Graft (1996). This effect was even more attenuated in the
case of the (P0-)M2s42 mutant, that showed a hardly visible phenotype (Figure 3, panels q
and s). The infection rate and the silencing efficiency of the different VIGS constructs
were compared on young and mature plants (about 5 and 8 weeks respectively). All
recombinant viruses were highly infectious with an infectivity ranging between 78 and
100%. Globally, younger plants were more susceptible to infection and displayed a more

intense phenotype than older plants (see Suppl. Data Table S1).

We then analyzed the durability of the vein yellowing phenotype induced by the TuY V-
recombinant viruses by performing a time course experiment on plants infected with two
of the TuYV vectors, namely M1hp and M1s81. The silencing phenotype on MIlhp-
infected plants developed slightly faster (one day earlier, data not shown) compared to
MIls81-infected plants and continued to appear on new developing leaves till around 18 to
20 days pi (Figure 4A). Then, the silencing phenotype on M1hp-infected plants became
less visible on the newly formed leaves while the established vein chlorosis in older leaves
evolved into yellows spots along the vasculature (Figure 4A, see white arrows from 18 to
28 dpi). On the other hand, M1s81-infected plants produced distinct vein chlorosis in new
leaves for a longer period and the phenotype remained stable up to 28 dpi (Figure 4B).
After that, the phenotype became milder with a more subtle vein clearing and some
chlorotic spots appearing along the veins (Figure 4B, 42 dpi). Thus, plants infected with
MTlhp displayed some heterogeneity in the maintenance of the induced phenotype while
those infected with M1s81 exhibited a more stable and long lasting silencing response of
the endogenous CHLII mRNA. This observation suggested an instability of the hairpin-

containing virus over time.

Molecular analysis of the infected plants

In order to examine at the molecular level the fate of the targeted CHLI/ mRNA in plants
infected with the different TuYV recombinants, total RNA was extracted 19 days pi from
systemically infected leaves from two to five pools of two plants each and analysed by
reverse transcription followed by real-time RT-PCR. When CHLII values of TuWT were

normalised to the mock samples, it appeared that viral infection did not alter significantly
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CHLII expression (data not shown). Therefore in order to treat all samples in the same way
(both viral and CHLII RNA) we choose to normalise the data with the values obtained
with a mixture of cDNA from 6 independent RNA samples extracted from TuY V-infected
plants. Viral RNA accumulation of the various TuYV-CHLII recombinants in the WT
background showed a high variability that seemed slightly lower than that of TuWT. The
variations seemed not related to the position of the inserts (compare the virus accumulation
of TuWT, TuM1 and TuM2 (Figure 5, lanes 4 and 5) with the corresponding mutants with
insert (Figure 5, lanes 6 to 11). Similarly, no strict correlation could be drawn between the
size of the insert and viral RNA accumulation, TuM2hp accumulating at a higher level
than both TuM2s42 and TuM?2as42, and even higher than TuM2 without insert (compare
lane 8 with lanes 10 and 11 and even lane 5). However a good correlation was observed
between the accumulation of the recombinant TuYV-CHLII viruses and the level of the
CHLII transcript. The accumulation of viral RNA influenced directly the silencing effect
on the CHLII mRNA. This effect was independent of the type of insert (hairpin or sense
fragment insertion). For comparison the level of CHLII mRNA present in transgenic
SUC2::SUL plants, which CHLII gene is constitutively silenced in companion cells (ref),
was measured. Its reduction compared to mock-treated plants is about 4.5 fold, whereas
the mean ratio measured in the recombinant TuYV-CHLII-infected plants was about 2.4
fold lower. This experiment shows that the recombinant TuYV-CHLII viruses triggered
efficiently silencing of the CHLII gene.

When VIGS was performed with TuYV deficient in the RSS (TuP0), silencing was also
functional (Figure 5, compare lanes 12 and the following lanes 13 to 16) although much
less efficient than with TuWT-derived recombinants (compare lanes 6 to 11 and lanes 13 to
16). The silencing efficiency of the PO-deficient recombinant viruses was about half of that
obtained with the wild-type recombinant viruses. This effect was directly linked to the
capacity of the PO-deficient viruses to multiply, as PO has a stimulatory effect on viral
multiplication (Ziegler-Graff et al.1996; Pfeffer et al., 2002). By qPCR TuP0O was
measured to accumulate 8 to 9 times less than the TuWT, which is close to the estimation

obtained by ELISA of five to seven-fold (Ziegler-Graff et al., 1996).

Viruses with an RNA genome are typically subject to a relatively high rate of mutation
during replication (Domingo and Holland, 1997). Furthermore, this instability is often
increased in the case of foreign sequences introduced into the viral genome (ref?), as such

insertions may reduce the general fitness of the virus and lead to selection for
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rearrangements and deletions after several replication cycles (ref). To investigate possible
rearrangements of the viral genome, RNA extracted from systemically infected leaves 18
days pi were subjected to RT-PCR to obtain cDNA fragments covering the inserted
sequence. All the amplified fragments obtained from plants infected with the sense or
antisense construct (M1s81, M2s81, M2s42 and M2as42) were of the expected size (Figure
6A, lanes 6, 7, 9 and 10) and the sequences obtained showed few if any modifications
compared to the original inserted sequence (Figure 6B). Conversely analysis of RNA
originating from plants infected with the hairpin constructs (M1hp and M2hp) generated
several PCR fragments shorter than the reference DNA fragment (Figure 6A lanes 12-13)
suggesting high levels of sequence rearrangement within the viral progeny. Sequence
analysis of each of these individual PCR fragments revealed deletions in all sequenced
fragments, ranging from 58 to 89 nts (of a total length of 108 nts). Surprisingly, although
the inserted hairpin like structure was identical in both recombinant viruses, the viral
progeny displayed a greater heterogeneity in Mlhp-infected plants compared to M2hp-
infected plants (Figure 6A lanes 12-13). Deletions that occurred in the M1hp progeny were
almost perfectly symmetric starting from the loop. This effect could be explained by errors
produced by the viral RNA polymerase. If during the replication the replicase encounters
difficulties in denaturing the stem of the hairpin, it might “jump” from one side to the other
at the basis of the hairpin.

Similar results were obtained with the progeny extracted from other plants infected with
the hairpin recombinant viruses (data not shown). The sequence of the offspring of PO-
deficient recombinants were also analysed and gave similar results to those obtained with
the TuWT mutants, i.e. both sense and antisense recombinant viruses remained stable

while the (PO-)M 1hp mutant underwent large deletions (Figure S2).

Use of aphid transmission to assay stability of the engineered VIGS vectors

Aphid transmission requires encapsidated genomes of poleroviruses. Therefore aphid
transmission can be considered as a filter/bottleneck for the selection of stable
encapsidated viruses in a mixed offspring population. Comparing the silencing potential of
the TuYV-CHLII recombinant viruses after aphid transmission should provide selection

for the most stable VIGS vector.
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Arabidopsis plants infected with either M1s81, M1hp (the constructs containing the longest
inserts) or TuWT were used as source plants for virus acquisition by aphids. Aphids were
then transferred to healthy arabidopsis plants that were tested by ELISA 3 weeks later. All
the plants (xx out of xx inoculated with each recombinant mutant) became infected and
displayed virus titers similar to those inoculated with the wild type virus (TuWT) (not
shown). M1s81 produced on developing leaves of all aphid-inoculated plants a faint but
clearly visible vein chlorosis phenotype, indicating that the encapsidated recombinant
progeny picked up by the aphids in the virus source plants retained the ability to silence the
endogenous CHLII gene (Figure 7A). Conversely the viral offspring that was efficiently
transmitted by aphids from M 1hp-infected plants produced very mild symptoms compared
to those induced by M1s81 construct (Figure 7A) which were only recorded in some plants
(4/10 infected plants displayed symptoms independently of the source plant). This
observation suggests that only part of the M1s81 progeny was aphid-transmitted.

The fate of the insert present in the recombinant viruses delivered by the aphid was
followed by RT-PCR and sequencing as described before for the viral progeny analysis of
agro-infected plants. For all plants tested, M1s81 progeny showed only one single PCR
band corresponding to the expected size (Figure 7B, left pannel) and no nucleotide changes
were detected after sequencing except the one nt deletion already found in the agroinfected
plants. No additional rearrangement was observed in the aphid-inoculated plants,
suggesting that the sense M1s81 mutant is remarkably stable. The viral progeny in the test
plants aphid-inoculated with M1hp mutant was more heterogeneous as can be observed by
the different DNA fragments generated after RT-PCR (Figure 7B, left pannel). Once again,
this result suggested appearance of DNA rearrangements in the viral progeny that was later
confirmed by sequencing the different DNA fragments covering the insertion. All the PCR
fragments deriving from aphid-transmitted M 1hp mutant exhibited deletions in the inserted
CHLII fragment (Figure 7B). Remarkably, one main deletion, previously identified in the
M hp-agroinoculated plants and spanning 58 nts, was reproducibly found in several M1hp

aphid-infected plants.

Silencing of RTM1 by TuYV promotes LMYV long distance movement

In order to validate functionally the silencing provided by recombinant TuYV, we

investigated the capacity of TuYV to silence a gene essential in the resistance to systemic
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movement of another virus, the potyvirus Lettuce mosaic virus (LMV). The RTM1 gene
(Restricted-Tobacco etch virus Movement; Atlg05760) is a dominant resistant gene
against several potyviruses including Lettuce mosaic virus (LMV) (Mahajan et al., 1998;
Revers et al., 2003; Decroocq et al., 2006) expressed in companion cells (Chisholm et al.,
2001). RTM resistance is governed by at least five different genes (Cosson et al., 2012). If
efficient, VIGS of RTMI should alleviate the resistance and allow LMV to spread
systemically to non-inoculated leaves of plants carrying a resistant RTM1 allele. The wild-
type isolate LMV-AF199 (called here LMV) was shown to be restricted to inoculated
leaves in Col-0 accession, while C24 accession was fully susceptible (Revers et al., 2003;
Decroocq et al., 2006). To perform the VIGS experiment a 80 bp sequence from RTM1
gene was inserted into the former TuM2 at the M/ul site to generate the recombinant Tu-
RTMI1. Tu-RTM1 was agroinoculated to ColO plants two weeks before LMV was rub-
inoculated. TuYV infections were tested by ELISA three weeks later to discard the plants
that escaped Tu-RTMI infection before collecting the samples at 24 (T1) and 39 (T2) dpi
relative to LMV inoculation. Tu-RTM1 was fully infectious as 90% of the inoculated
plants were infected and showed viral titers similar to the TuWT-infected plants (measured
by ELISA, data not shown). No symptoms were observed during the whole experiment.
RNA were then extracted from individual plants and further treated for quantification by
real-time PCR. qPCR values were normalised against the mean value of sample of a plant
infected with both TuWT and LMV-VARI1 present on all plates. LMV-VARI is a point
mutant variant of LMV-AF199 able to overcome the RTM resistance. Figure 8A shows the
average of the values obtained from individual plants. This sample treatment explains the
high variability in the measures obtained for both viruses. Accumulation of Tu-RTM1 was
reduced of about three fold compared to TuWT (Figure 8A, compare lanes 3 and 4).
Importantly the level of RTM1 transcripts decreased significantly about seven fold in Tu-
RTMI1 plants compared to mock-inoculated or TuWT infected plants, showing that
silencing against RTM1 transcripts was particularly efficient (Figure 8A). From eight
doubled-inoculated plants with Tu-RTM1 and LMV, all of them being infected by Tu-
RTMI, only four proved to be infected with LMV, although at an extremely low titer
(Figure 8A, lane 5). When the same plants were analysed 15 days later, accumulation of
LMYV RNA increased to higher levels, confirming that the four plants were really infected
at the earlier time point (Figure 8B). Sequencing of the PCR fragment amplified from the
viral progeny present in those plants showed that the LMV did not mutate to the variant

isolate (data not shown). Compared to the viral titer observed in the sensitive C24
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accession, LMV-VARI1 accumulated less in Col0 plants (Figure 8A, compare lanes 6 and
8). An intermediate situation was found when LMV-VARI was inoculated to Col0 plants
infiltrated with control agrobacteria (Suppl. Data). Silencing of RTM1 transcripts was the
most efficient at 54 dpi, RTM1 mRNA level being higher at 59 dpi (relative to Tu-RTM1
inoculation). However once the LMV started to multiply, the mild increase of RTM]I
transcripts had no major effect on the restriction of the virus.

In conclusion, this experiment showed that a gene specifically expressed in companion
cells (Chisholm et al.2001) can be efficiently silenced by a recombinant TuY V. Such RNA
silencing of RTM1 by Tu-RTM1 in Col0 arabidopsis allowed LMV to develop a systemic

infection.

Discussion (in progress)

In this work we have developed a new viral tool to perform VIGS specifically in the
vascular tissue. The virus triggering silencing is derived from a polerovirus TuYV. The
absence of any symptom developed upon infection in arabidopsis is a non negligeable
advantage for VIGS assays. As a target gene we used the CHLII gene whose extinction

develops visible yellowing phenotype due to the perturbation of chlorophyll synthesis.

In order to determine the most efficient vector to silence the target gene, we produced
several clones of TuYV containing sequences of different lengths and of different types,
sense, antisense and hairpin. Six constructs were tested and all were able to infect and
develop vein yellowing on the challenged Arabidopsis plants. Neither the site of insertion,
either right after the stop codon of ORF5 (M1) or further downstream in the 3> UTR (M2),
or the type of sequence (hairpin or sense construct) did influence the silencing phenotype
(compare Figure 3, lanes e-h) when the silencing sequence was of about 80 nt long.
However when a shorter sequence (42 nt) was introduced at the M2 site, the sense of
orientation seemed more important, the antisense construct M2as42 being more efficient to
promote silencing than the sense construct M2s42. These observations were recorded at
early time points but when molecular data were performed later (19 dpi), these differences

were no longer measured by q-PCR.
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Figure 1 : Analysis of TuY V-infected Flag-AGO1/ago1-36 plants.

Control Col0 plants were agro-inoculated with (a) wild-type TuYV (TuWT). Flag-AGO1/agol-36 plants
were agro-inoculated with (b) wild-type TuYV (TuWT) or (¢) PO knock-out mutant (TuP0-), or were (d)
mock-inoculated.

A. Northern analysis of total viRNA extracted from infected plants (T) or viRNA bound to Flag-
AGO]1 extracted after immunoprecipitation with Flag antibodies (IP). Hybridization was performed
using a 3° TuY'V probe.

B. Protein input and immunoprecipitated (IP) Flag-AGO1 proteins analysed by Western-blot using
Flag antibodies (upper part). Flag-AGO1 proteins were not directly detectable in a total protein
extract.

Infection of plants was tested using antibodies specific to the TuYV minor capsid protein RT (RT™) (lower
part).

230



g_| o’Fo | | ORF 2 | [ orFa [ orers | o
| ORF 1 J Lorea] -7
_______ '
ORF 5 |
Wt seg tgaaggga ’-l
museq td3cgeat : 5641
M4 (Miu 1) M2 (Miu 1)
000
B
=
=81 e I SLL 506588 I .....
542
as42
C M1 M2
Type of inserfion hp =81 hp =01 542 asd2
TWT * ' ‘ +
TP rc + + nc nc - - -

Figure 2 : Description of the TuYV recombinant viruses used as VIGS vectors.
A) Schematic representation of the TuYV genome. The two Mlul restriction sites (M1 and M2)

B)

&)

introduced into the 3’ end of the TuTV genome are indicated. The mutated nucleotides are shown
in bold. The arrows represent the oligonucleotides used for the RT-PCR shown in Fig.5 and 6 and
their respective start position on the viral genome.

Description of the CHLII fragments inserted into the TuYV genome to produce the recombinant
viruses. Hp (hairpin), s81 (sense), s42 (sense) or as42(antisense) indicate the type of insert and
orientation introduced into the corresponding Mlul site.

Summary of the viral clones produced. Only the combinations indicated by an “+” were obtained
and analysed. M1 and M2 refers to the insertion site used to introduce the different CHLII
fragments.

“.” refers to the mutants containing the Mlul restriction site without any additional sequence.

TuWT and TuPO- are the viral back-bones in which the different inserts were inserted. np: clone not
constructed.
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Figure 3 : Phenotypic analysis of Col0 arabidopsis plants agro-infected with the TuYV recombinant viruses
either in wild-type (pannels c-1) or PO deficient mutant back-ground (P0-) (pannels m-s). The names of the
different recombinant viruses are mentioned on each picture. Symptoms were recorded 18 days after
infection (c-t). (a) mock-inoculated plant, (b) transgenic non-infected sucSUL plant (Himber et al., 2003).
Closer views are shown for phenotypic comparison between related mutants.
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Figure 4 : Time course of evolution of the vein yellowing phenotype on M1hp (A) and M1s81 (B) infected
plants over a 42 days period. The same plants were monitored at 11, 14, 18, 21 or 28 days pi (dpi). The last
picture shows a closer view of the same plants at 42 days pi.

The white arrows show the evolution of the same leaves upon time. In the case of M1hp, leaves appearing
early develop bright yellow vein labeling, while those appearing later (after 18 dpi) show only sparse vein
yellowing. Conversely the phenotype development on M1s81 plant lasts for more than 4 weeks. In both
types of infected plants, the mature leaves (source) present before infection never became labeled and
infected (red arrows).
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Figure 5. Silencing of the CHLI! transcript by a collection of recombinant TuYV viruses in the wild-type
(Tu) and the PO deficient back-ground (TuP0-).The number of plants analysed is indicated in brackets.
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Figure 6. Sequence analysis of recombinant TuYV offspring.
A) Analysis on a 6% polyacrylamide gel of the PCR fragments obtained after reverse transcription
performed on RNA extracted from plants agro-infected with TuWT (2) or the different mutants M1

(3), M2 (4), M1s81 (6), M2s81 (7), M2s42 (9) or M2as42 (10), M1hp (12) and M2hp (13). PCR

size controls were produced from the corresponding plasmid DNA (lanes 1, 5, 8 and 11).

B) Sequence analysis of the PCR fragments. For each virus (name on the left) are indicated in the first
lane in bold the reference sequences where modified nucleotides are in capital letters and the
inserted CHLII deriving sequence in italics. The sequence in lower case corresponds to the viral
original sequence. The created Mlul sites are underlined and the nucleotide mutations giving rise to
the site are in capital letters.

The sequences obtained for the offspring of each recombinant virus are below the reference sequences. For
TuWT, M1 and M2, only the wild-type reference sequence is given above the progenies. in grey:
mismatches with the reference; dash: deletion. The black dots at the right of the two last M1hp sequences
represent particular sequences that have been found repeatedly in the Mlhp progeny after aphid
transmission (see Fig.7B).
PCR products larger than the expected size were not sequenced because they also appear on the control

PCR.
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Figure 7 : Analysis of recombinant TuY'V progeny after aphid transmission.

A) Phenotypical analysis of a plant infected by M1s81 (left) or M1hp (right) 4 weeks after aphid
transmission.

The source plants were agroinoculated either with TuWT, M1s81 or M1hp clones before aphids were fed on
them.

B) Sequence analysis of PCR fragments (shown on the left in an upright position) obtained after reverse
transcription on RNA extracted from plants infected either with TuWT, M1s81 or M1hp viruses. Five plants
were analysed for each mutant, one for TuWT, and the different sequences (one, two or three) obtained after
analysis of the extracted fragments are indicated opposite to the respective PCR fragment. For two M1hp-
infected plants, two PCR reactions were performed (grouped by a bracket) on either yellow parts (upper
fragment), or on green parts (lower fragment) of the leaves. In bold: the reference sequence, in grey:
mismatches with the reference; dash: nucleotide deletion.
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Figure 6. Silencing of RTM1 by TuM2-RTMI1 and test of LMV systemic movement in A. thaliana Col-0.
A. Individual plants were analysed at 24 dpi relative to LMV inoculation (39 dpi for TuYV (T1). The
number of plants analysed is indicated in brackets.
B. Accumulation of LMV and TuYV transcripts at 24 (T1) and 54 (T2) dpi for LMV and 39 (T1) and
59 (T2) dpi in individual plants.
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Conclusion générale

Conclusion générale

e Etudes transcriptomiques de protoplastes de CC infectés par le LMV ou le
TuYV

Les études transcriptomiques analysées par les technologies de RNAseq et de
puces CATMA, sur des protoplastes de CC infectés par le LMV ou le TuYV, ont permis
d’identifier des variations d’expression de certains genes causées par les infections
virales. Les résultats se sont avérés assez compliqué a analyser du fait d'un probléme
de reproductibilité entre les répétitions biologiques qui pourrait étre di a la
multiplication des techniques utilisées, la durée de l'expérience ou encore a un
manque de synchronisation de la réponse de la plante face a l'infection d’une
expérience a I'autre. Néanmoins, 103 genes dérégulés par le LMV (58 par RNAseq et
49 par puces CATMA dont 4 genes communs) et 57 génes dérégulés par le TuYV (33
par RNAseq et 26 par puces CATMA dont 2 genes communs) ont été identifiés au final
dans les protoplastes de CC. Le faible nombre de dérégulations est a mettre en
parallele avec le nombre également restreint de génes exprimés dans les CC (Deeken
et al., 2008). Il est également intéressant de noter le peu de genes communs entre les
deux technologies pour une méme expérience qui pourrait s’expliquer par le degré de
précision et la spécificité de chaque technologie : la « profondeur » du séquencage par
RNAseq donne des informations tres précises pour des genes faiblement exprimés et
les puces CATMA apportent des résultats tres fiables pour des genes d’expression
moyenne. Ainsi, dans notre cas, en élargissant le champ des dérégulations géniques
prises en compte, on peut considérer que les deux technologies étaient véritablement
complémentaires. Enfin, la plupart des dérégulations que j’ai vérifiées par qPCR ont

été confirmées.

Pour remédier au probleme de reproductibilité entre répétitions biologiques,
il pourrait étre intéressant de mener une cinétique d’infection en multipliant le
nombre de plantes pour disposer d’assez de matériel végétal a prélever a des temps

plus précoces. Ceci permettrait de suivre l’évolution du transcriptome lors de
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I'infection en limitant I'effet des facteurs extérieurs (variations des conditions de
culture y compris les variations saisonnieres). Dans ce cas, il serait préférable de se
focaliser sur un seul virus en raison du nombre de plantes a traiter (surtout au cours
des temps précoces). Enfin, afin de réduire les variations dues aux facteurs
environnementaux, il faudrait regrouper autant que possible dans le temps les
répétitions biologiques. A noter que j’ai tenté de suivre la dérégulation par le TuYV de
certains genes identifiés précédemment lors d'une cinétique sur plantes entieres,
mais l'effet de spécificité d’expression dans les CC s’est retrouvé dilué dans la réponse
globale de la plante. Enfin les dérégulations des genes identifiés encore non validés

pourront également étre vérifiées par qPCR et étudiées plus en détail.

Cette étude a permis de mettre en évidence plusieurs génes, dérégulés dans les
CC suite a l'infection par le LMV, participant a des processus biologiques communs
comme l'assimilation du soufre et la réponse aux stress, et plus précisément le
mécanisme de résistance systémique acquise. J'ai identifié sept génes impliqués dans
le métabolisme du soufre et réprimés dans nos analyses: les genes APR1, APR2, APS1
qui codent pour des enzymes participant a I'assimilation du sulfate et les génes LSUZ,
LSU3, LSU4, SDI1 qui sont exprimés lors de carences en soufre. Pour faciliter sa
propagation dans la plante, le LMV tendrait a limiter I'expression de ces genes pour
restreindre la synthése de métabolites secondaires soufrés impliqués dans la défense
de la plante comme les glucosinolates ou la camaléxine. Les expériences d’infection
par le LMV, de mutants d’A. thaliana touchés dans cette voie devraient étre reproduits
en privilégiant des plantes présentant des mutations dans plusieurs genes d'une
méme famille afin de limiter le probleme de redondance fonctionnelle. La mesure
d’activité de certaines enzymes participant a I'assimilation du sulfate et le dosage de
composés soufrés impliqués, devraient étre renouvelés dans des plantes infectées par
le LMV, en élargissant I'éventail des enzymes testées aux différents membres de la

méme famille, lorsque cela est possible (Koprivova et al., 2008).

J'ai également observé que l'infection par le LMV induit I'expression de neuf
geénes impliqués dans le mécanisme de SAR dépendant de l'acide salicylique : les
genes PRI, PR2, PR5, AT3G22600, AHP2, AT5G55450, PNP-A, PCC1 et AT5G10760. 11

serait intéressant d’étudier 'accumulation du LMV dans des A. thaliana mutés dans
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des genes impliqués en amont de la cascade dans cette voie de défense, comme les
genes NPR, TGA. Un dosage de I'acide salicylique ou d’autres composés intervenant
dans la SAR dans des plantes infectées pourrait également conforter ’hypothese que

ce mécanisme est bien mis en place par la plante suite a une infection par le LMV.

L’infection par le TuYV induit I'expression de neuf genes impliqués dans le
métabolisme des glucosinolates : sept genes participant a leur synthese: CYP79F1,
GSTU20, AOP2, BCAT4, CYP79B2, IMS2 et MAM1 et deux genes participant a leur
dégradation : TGG1 et TGGZ. La plante pourrait répondre a une infection par le TuYV
en synthétisant des GS pour se défendre. Des résultats préliminaires ont montré
I'accumulation d’un certain nombre de GS dans des plantes infectées par le TuYV. Ces
résultats nécessitent confirmation. Des expériences d’infection d’A. thaliana mutants
cyp79f1, cyp79b2, bcat4, aop2, tggl et tgg2 et double mutants tggl/tgg2, bcat3/bcat4
n‘ont montré pour linstant aucune différence d’accumulation de virus dans les
feuilles sytémiques. D’autres A. thaliana mutants seront prochainement testés: un
autre mutant cyp79f1 ainsi que cyp79f2 et le double mutant cyp79f1/ cyp79f2.

Il est intéressant de noter que Westwood et al, (2013) ont constaté une
augmentation importante du GS 4MI3M dans des plantes infectées par 'isolat Fny du
CMV. Ce métabolite a un effet répulsif sur les pucerons et les dissuade de coloniser les
plantes. L’hypothese émise par les auteurs suggere que cet effet serait induit apres
une infection prolongée par le CMV, de maniere a inciter les pucerons a quitter la
plante infectée et a coloniser de nouvelles plantes hétes. L’augmentation en 4MI3M a
également été observée dans les plantes transgéniques exprimant la protéine 2b, le
suppresseur de RNA silencing du CMV. Ainsi, bien que de fines régulations
engendrées par d’autres genes viraux semblent compliquer le controle du
métabolisme de la plante, cette double approche a la fois transcriptomique et
métabolomique, pourrait étre également réalisée dans le cas du TuYV. Le géne
candidat le plus intéressant pourrait étre le suppresseur de RNA silencing la protéine
P0O. Des lignées de plantes exprimant la protéine sous controle d'un promoteur

inductible ont déja été produites (Bortolamiol et al., 2007).
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* Etude de 'interaction de la protéine CYPK7 avec la protéine RT du TuYV
dans le mouvement a longue distance du virus

La protéine RT était connue de longue date pour est impliquée dans le
mouvement viral a longue distance. Ce n’est que récemment que le Dr. Caren
Rodriguez a précisé que 'extrémité C-terminale de la protéine RT du TuYV joue un
role essentiel dans le processus. Un crible de banque d’ADNc spécifiques des CC a
permis de révéler une interaction entre ce domaine C-terminal et la protéine CIPK7
en systeme double hybride de levure. Par microscopie confocale, la protéine CIPK7 a
été localisée dans les plasmodesmes des cellules infiltrées. Lorsque la protéine CIPK7
et la protéine RT sont co-exprimées dans des N. benthamiana, la protéine CIPK7 est
relocalisée partiellement au niveau du réseau de microtubules. Aucun changement
dans I'accumulation de virus n’est observé dans des A. thaliana mutants knock out
cipk7, ce qui peut étre dii au grand nombre de genes CIPK chez A. thaliana, dont
certains pourraient se substituer au géne CIPK7. Dans des N. benthamiana sur-
exprimant localement le gene CIPK7, une augmentation modérée du titre viral est
observé dans les feuilles infiltrées. Au vu de sa localisation au niveau des
plasmodesmes et de sa relocalisation au niveau du réseau de microtubules par la
protéine RT, la protéine CIPK7 pourrait interférer avec le transport viral
intercellulaire du virus. Il serait intéressant de poursuivre ce projet en testant la
capacité de la protéine RT a étre phosphorylée par la protéine CIPK7 et en étudiant
les effets possibles de cette phosphorylation sur le comportement de celle-ci,

notamment dans le mouvement a longue distance du TuYV.

e Etude des génes RTM dans le mouvement systémique du TuYV et du LMV

Les genes RTM sont des facteurs de la plante qui lui permettent de restreindre
le mouvement a longue distance de certains Potyvirus. En analysant le titre en virus
de plusieurs mutants affectés dans les génes RTM1 et RTMZ2, j’ai montré que ces génes
ne jouent aucun role dans le mouvement systémique des Polerovirus TuYV et du

CABYV.

Un virus TuYV recombinant a été construit afin de servir de vecteur pour la
méthode de VIGS. L’avantage de ce vecteur est qu’il permet l'extinction d’'un géne

cible spécifiquement dans les cellules du phloeme. Ce vecteur a été utilisé pour
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éteindre le gene RTM1, responsable de la restriction du mouvement a longue distance
du LMV sauvage (AF199). L’extinction du gene n’est pas totale car on détecte encore
une faible expression de celui-ci par gPCR. Néanmoins, cette diminution d’expression
a permis au LMV d’établir une infection systémique: le LMV AF199 est bien présent
au niveau des feuilles non-inoculées, ce qui atteste de la fonctionalité du vecteur Tu-
RTM1 dans l'extinction de ce gene. L’utilité d'un tel vecteur TuYV dans une
problématique de VIGS peut s’avérer précieuse lorsque l'on souhaite étudier
localement au niveau du phloeme, l'effet d’'une « non-expression» d’'un géne ou
encore lorsque l'extinction d’'un gene entraine des modifications physiologiques

séveres.
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Matériel et méthodes

1. Matériel

I. Milieux de culture

1. Milieu LB (Lysogeny broth)

Milieu de culture pour Agrobacterium tumefaciens. (1% bactotryptone, 0,5%

d’extrait de levure, 0,5% NaCl, pH 7,4).

II. Bactéries

1. Agrobacterium tumefaciens

Nous utilisons la souche GV3101 pour les agro-infections dans A. thaliana. Les
agrobactéries contiennent un chromosome portant notamment un gene de résistance
a la rifampicine (pour la sélection), un plasmide Ti désarmé et le plasmide binaire
(pBIN61) (Voinnet et al., 2000). Le plasmide Ti comprend les genes de virulence vir
dont les produits sont responsables de l'intégration en trans du T-DNA porté par le
plasmide binaire dans le génome de la cellule-hote. Le plasmide, pBIN61 (12,9 kb) est
un dérivé du pBIN19. Son T-DNA comporte une cassette de clonage dont le
promoteur et le terminateur proviennent de I’ARN 35S du CaMV. Le plasmide pBIN61
porte également deux génes de résistance a la kanamycine, I'un dans le T-DNA et qui
sera donc transféré dans le génome des plantes transformées, I'autre a 'extérieur du
T-DNA, ce qui permettra de sélectionner les agrobactéries. Les plasmides pBIN
utilisés dans nos études comportent soit le cDNA correspondant au génome complet
du TuYV, et est donc appelé pBINTuYV, soit une cassette de clonage vide, et est donc

appelé pBINvide ou pBIN@. Ce dernier sert de contrdle pour nos expériences.
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III. Virus

1. Turnip yellows virus (TuYV)

On utilise la souche FL1, isolée a partir de plants de laitues (Veidt et al., 1988).
Le TuYV était appelé auparavant Beet western yellows virus (BWYV).

2. Cucurbit aphid-borne yellow virus (CABYV)

On utilise le clone isolé a Nérac en 1989 par (Lecoq et al., 1992) a partir d’'un

plant de melon infecté, séquencé par (Guilley et al., 1994).

3. Lettuce mosaic virus (LMV)

On utilise la souche AF199 (Krause-Sakate et al.,, 2002) capable d’'infecter de
maniere systémique la plupart des écotypes d’A. thaliana sauf Columbia et un de ses
variants, la souche AFVAR1, qui lui, se multiplie et se propage dans I'écotype

(Decroocq et al., 2009).

IV. Plantes

1. Lactuca sativa

On utilise la variété Trocadero pour la multiplication du LMV.

2. Arabidopsis thaliana

D’une maniere générale, I'écotype sauvage utilisé est Columbia (ColO0).
Des A. thaliana C24 transgéniques exprimant le géne de la GFP sous le controle d'un
promoteur spécifique des cellules compagnes, le promoteur SUC2 (Imlau et al., 1999),

ont été utilisés pour les études transcriptomiques.
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De nombreux A. thaliana mutants ont été testés en infection par le LMV, le

TuYV ou le CABYV. Leurs caractéristiquent sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Mutant Locus Mutation Références
rtmi AT1G05760 EMS (Mahajan et al., 1998)
rtm2 AT5G04890 EMS (Mahajan et al., 1998)
Genes rtm1-2 AT1G05760/AT5G04890 EMS (Chisholm et al., 2000)
RTM KO rtm2 (Salk) AT5G04890 T-DNA (Decroocq et al., 2006)
KO rtm3 (Salk_017845) AT3G58350 T-DNA (Cosson et al., 2010)
KO rtm3 (GK-801D05) AT3G58350 T-DNA (Cosson et al., 2010)
tggl AT5G26000 T-DNA (Islam et al., 2009)
tgg2 AT5G25980 T-DNA (Islam et al., 2009)
tggl/tgg2 AT5G26000/AT5G25980 | T-DNA (Islam et al., 2009)
bcat4 (Salk_020775C) AT3G19710 T-DNA
bcat3/bcat AT3G49680 T-DNA
Candidats (GK-03C02-030268) AT3G19710
TuYV cyp79f1 AT1G16410 T-DNA | (Tantikanjana et al., 2004)
cyp79f2 AT1G16400 T-DNA | (Tantikanjana et al., 2004)
cyp79f1/cyp79f2 AT1G16410/AT1G16400| T-DNA | (Tantikanjana et al., 2004)
cyp79b2 (Salk_130570C) AT4G39950 T-DNA
aop2 (Salk_021561C) AT4G03060 T-DNA (Neal et al., 2010)
hsfa2 (Salk_008978C) AT2G26150 T-DNA
bag6 (Salk_047959C) AT2G46240 T-DNA
Isu2 (Salk_031648) AT5G24660 T-DNA
sdil (Salk_145035) AT5G48850 T-DNA (Howarth et al., 2009)
Candidats aprl/2 AT4G04610/AT1G62180| T-DNA (Lee et al., 2011)
LMV pr5 (Salk_055063) AT1G75040 T-DNA
AT5G10760 (Salk_111104) AT5G10760 T-DNA

2. Méthodes

I. Inoculations virales et analyse de l'infection

1. Agro-infection pour le TuYV

Les agrobactéries portant le plasmide d’intérét sont mises en culture, 48
heures environ, a 28°C, sous agitation, dans 5 ml de milieu LB contenant comme

antibiotiques la rifampicine et la kanamycine a 100 pg/ml. 500 pl de cette préculture
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servent a ensemencer 5 ml de milieu LB contenant les mémes antibiotiques et
I'acétosyringone a 40 pM. Apres une nuit de culture, a 28°C, sous agitations, les
bactéries sont centrifugées a 6000 rpm pendant 15 minutes. Le culot est repris dans
du milieu d’infiltration (MgCl; 10 mM, MES pH 5,6 10 uM, acétosyringone 40 uM) et la

concentration bactérienne est ajustée a une DO de 0,5.

2. Inoculation mécanique pour le LMV

200 mg de feuilles infectées par le LMV (laitues ou A. thaliana) sont broyées
dans 1ml de tampon de broyage (Na;HPOs 35 mM, KH:POs 15 mM) avec du

carborandum. Le broyat est alors frotté délicatement sur de nouvelles feuilles.

3. Détection virale par immuno-empreintes de pétioles

Pour vérifier la présence de virus dans les feuilles et donc l'infection, des
feuilles sont prélevées en coupant le pétiole transversalement. Celui-ci est appliqué
sur une membrane de nitrocellulose Whatman (Roth). Une fois toute les empreintes
effectuées, la membrane est alors saturée, une heure, dans un tampon PBS-T (PBS 1x,
Tween 0,5%) contenant 2,5% de lait. On ajoute ensuite I'anticorps primaire, a 4°C,
toute la nuit. Pour détecter le LMV, j’ai utilisé un anticorps polyclonal dirigé contre la
protéine CP du virus (dilution 1/1000¢)et pour le TuYV, un anticorps polyclonal
dirigé contre la protéine RT (1/10000¢). Apres 3 lavages de 15 minutes avec du
tampon PBS-Tween, 'anticorps secondaire couplé a la phosphatase alcaline est alors
ajouté, pendant 2 heures, a température ambiante. La membrane est de nouveau
lavée 3 fois 15 minutes avec du tampon PBS-Tween puis incubée 10 minutes dans du
diéthanolamine (DEA 1x) 100mM pH 9,6, avant de mettre la solution de révélation
contenant le substrat de la phosphatase alcaline (DEA 1x, NBT 100 pg/ml, BCIP 50

ug/ml, MgCl, 1mM). La révélation se fait alors au noir, pendant quelques heures.

4. Détection virale par ELISA

La technique suivie est celle du double sandwich (DAS-ELISA, double-antibody
enzyme-linked immunosorbent assay) (Clark & Adams, 1977). L’anticorps primaire

utilisé pour détecter le TuYV est un anticorps polyclonal dirigé contre le BMYV
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(Loewe, Allemagne) qui est un virus trés proche du TuYV. Cet anticorps dilué au
1/300¢ est déposé dans une plaque ELISA (Nunc) a 96 puits, dans du tampon de
« coating » (Na2CO3 1,6 g/l, NaHCO3 2,92 g/l pH 9,6), pendant 4 heures, a 37°C.
Pendant ce temps, les protéines sont extraites des échantillons en broyant 200 mg de
feuilles dans 1 ml de tampon de broyage (PBS 1x, Tween 0,5%, PVP 2%), grace a des
rouleaux. La plaque est ensuite lavée 3 fois avec du tampon PBS-T (PBS 1x, Tween
0,5%) puis les échantillons sont déposés dans les puits et incubés toute la nuit, a 4°C.
Apres 3 nouveaux lavages au PBS-T, I'anticorps anti-BMYV conjugué a la phosphatase
alcaline, dilué au 1/300¢ est ajouté a la plaque dans du tampon de conjugaison (PBS-
T, PVP 2%, 0,2 % BSA) et laissé 4h30, a 32°C. Les plaques sont a nouveau lavées 3
fois dans du PBS-T puis le substrat de la phosphatase alcaline
(paranitrophénylphosphate) est ajouté a la plaque dans du tampon «substrat»
(diéthanolamine 9,7% pH 9,8), soit 1 mg de substrat par ml de tampon. La plaque est
ensuite mise a l'obscurité, a 37°C, et les lectures de DOasosnm sont faites apres 30
minutes, 1 heure et 2 heures. Le seuil d’infection est calculé a partir de la moyenne

des valeurs obtenues pour des témoins sains, additionnée de 3 fois son écart-type.

II. Préparation de protoplastes enrichis en cellules compagnes d’A.
thaliana

50 jeunes feuilles d’A. thaliana ( apres une croissance de 9-10 semaines en
condition de lumiere : 8 heures/jour et 16 heures/nuit) sont prélevées et nettoyées
dans de I’éthanol 100% puis dans de I'’eau RNase-free. Ces feuilles sont découpées en
fines bandes transversales (0,5 a 1 mm), traversant la veine centrale puis placées
dans du tampon de pré-incubation (Mannitol 0,6 M, DTT 1 mM, MES 25 mM pH 5,7),
minimum 15 minutes. Les feuilles dilacérées sont ensuite transférées dans la solution
enzymatique (Mannitol 0,4 M, KCl 0,1 M, MgCl, 5 mM, MES 25 mM pH 5,7, 2% PVP,
0,5% BSA, 0,5% Cellulase RS Onozuka (Yakult Pharmaceutical, Japon), 0,03%
Pectolyase Y23 (Kyowa chemical products) et incubées pendant 4 heures, a 25°C,
dans le noir et sous une légere agitation. Apres I'incubation, ce mélange est filtré avec
un filtre de 50 pm et est centrifugé 15 minutes, a 60g, sans frein. A partir de cette
étape, les protoplastes sont a manipuler au froid. Le culot est repris trés délicatement

dans la solution de lavage (NaCl 154 mM, CaCl> 125 mM, KCI 5 mM, Glucose 5mM,
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Mannitol 0,5 M) puis centrifugé a nouveau a 60g, 15 minutes. Le culot de protoplastes
est repris dans 500 ul de solution de resuspension (MgCl> 15 mM, MES 0,1%,
Mannitol 0,4 M) pour étre trier par FACS ou pour en extraire les ARN.

II1. Techniques histologiques

1. Préparations des échantillons utilisés en microdissection

a. Fixation

* Fixation Ethanol/ Acide acétique (EA)

Les pétioles ou tiges sont coupées transversalement en fragments d’environ 4
mm de long et sont immergées dans 10 ml de tampon de fixation (Ethanol 75%, acide
acétique glacial 25%). Les pots contenant les tissus et le fixateur sont placés, ouverts,
sous vide, 2 fois 15 minutes. Le fixateur est changé et les pots sont placés a 4°C pour
la nuit. A température ambiante, le fixateur est alors remplacé par de I’éthanol 75%, 2
fois 1h30, puis par de I’éthanol 85%, 2 fois 1h30, puis par de I’éthanol 96%, 3 fois 1h.
1% d’éosine est ajouté au dernier bain afin de colorer les échantillons qui sont

ensuite conservés a 4°C durant la nuit.

* Fixation formaldéhyde/éthanol/acide acétique (FEA)

Les échantillons sont préparés comme précédemment pour le premier jour
mais immergés dans un fixateur composé de 50% d’éthanol, 5% d’acide acétique et
3,7% de formaldéhyde. Apres la nuit, le fixateur est remplacé, a température
ambiante, par de I’éthanol 50%, 2 fois 30 minutes puis par de I’éthanol 70%, 2 fois 30
minutes. Les échantillons sont alors placés a 4°C pour la nuit. Apres 3 lavages a
I’éthanol 96%, le dernier contenant 1% d’éosine, les échantillons sont conservés la

nuit, a 4°C.

* Fixation « Methacarn » (Balestrini et al., 2007)

Les échantillons qui viennent d’étre coupés sont directement fixés dans du
fixateur Methacarn fraichement préparé (Méthanol 60%, chloroforme 40%, acide

acétique 10%), a 4°C, toute la nuit. Les tissus sont ensuite déshydratés dans des bains
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d’éthanol (50%, 70%, 90%, 100% deux fois) et d’isopropanol (deux fois), d'une heure

chacun. L'isopropanol est alors progressivement remplacé par de la paraffine.

b. Inclusion

* Inclusion paraffine

A température ambiante, les échantillons fixés sont ensuite lavés 30 min dans
de I'éthanol 96% puis 2 fois 1h dans de I'éthanol 100%. Aprés avoir transvasé les
échantillons dans des pots en verre, ils sont ensuite baignés 15 min dans un mélange
éthanol/xylene (3:1) puis 15 min dans un mélange (1:1) puis 15 minutes dans un
mélange (1:3). Le mélange est alors remplacé par du xyléne pur dans lequel les
échantillons sont alors baignés 3 fois 20 minutes. Les échantillons sont ensuite
incubés 1 a 2 heures dans un mélange xyléne/paraffine fondu (Paraplast plus, Mc
Cormick Scientific) (1:1) dans une étuve a 60°C puis dans de la paraffine fondue toute
la nuit. Les échantillons sont gardés a 60°C dans de la paraffine pendant 2 jours,
paraffine qui est changée 2 a 3 fois par jour. La paraffine est alors coulée dans un
moule en plastique et les échantillons y sont placés au fond selon l'orientation
désirée. Apres montage sur un bloc en bois, 'échantillon est coupé au microtome
(Leica RM2155) selon I'épaisseur désirée (entre 7 et 20 um) et les coupes sont
disposées sur des lames en verre qui sont mises a sécher a plat dans une étuve a 42°C
toute la nuit. Les lames peuvent étre conservées a 4°C. Avant observation, elles sont

déparaffinées dans du xyléne.

* Inclusion « Steedman wax »

Apres fixation, les échantillons sont baignés 2 fois 2 heures dans de I’éthanol
100%, a température ambiante. Apres avoir enlevé la moitié de 1'éthanol, les
échantillons sont ensuite chauffés a 37°C pendant 10 minutes. La cire (90%
Polyéthyléne glycol 400 distéarate (Aldrich), 10% 1-hexadécanol (SAFC), chauffée a
65°C pour 'homogénéiser) est ajoutée a I'’éthanol 100%, volume a volume et les
échantillons sont gardés a 38°C toute la nuit. Le mélange éthanol/cire est ensuite
remplacé par de la cire pure, 3 fois 2 heures. Les échantillons sont ensuite transférés
dans des cassettes en plastique et conservés a -20°C jusqu’a la coupe. La coupe se fait

au microtome trés rapidement car la cire se ramollit a température ambiante. Les
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lames sont ensuite conservées a -20°C et débarrassées de leur cire dans un bain

d’éthanol absolu avant observation.

* Inclusion pour coupe au cryostat

Apres fixation dans un fixateur (EA ou FEA) ou par le froid, directement dans
de l'azote liquide, les échantillons sont plongés dans un moule contenant du
TissueTek OCT medium (Sakura) puis celui-ci est congelé dans de 'azote liquide. Les
moules sont conservés a -80°C et placés a -20°C quelques heures avant la coupe au

cryostat. Celle-ci se déroule -20°C, pour des coupes d'une épaisseur de 10 um.

2. Microdissection et capture laser (LCM)

Le systeme de microdissection laser utilisé est le laser PixCell® Ile (Arcturus).
Ce systeme permet de disséquer un groupe de cellules tres restreint en appliquant,
grace a un laser infrarouge, un film plastic thermosensible sur la zone d’intérét. Une
capsule (CapSure® Macro, Arcturus) recouverte de ce film est donc placée au-dessus
de I'’échantillon. Quand celle-ci est soulevée, les cellules sélectionnées sont alors
retenues sur le film sous la capsule. On peut alors en extraire les ARN. Contrairement

a la technologie utilisant les UV, le laser infrarouge n’altére ni la chimie des

échantillons, ni la morphologie des tissus.

3. Microscopie

a. Microscopie a épifluorescence

Les observations se font grace a un microscope a épifluorescence Nikon E800.

b. Microscopie confocale

\

Les observations ont été effectuées a l'aide d'un microscope confocal a
balayage laser Zeiss LSM 510. Un objectif a immersion a eau 63x, d’ouverture
numérique 1,2 a été utilisé a la fois pour les images en contraste interférentiel

différentiel (DIC) ou pour les observations en épifluorescence et confocale.
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IV. Analyses moléculaires

1. Extraction et analyses d’ARN

a. Extraction au trizol

100 mg de feuilles sont broyés dans de I'azote liquide avec 1 ml de trizol (Tris
Reagent, MRC) ajouté en 2 fois. Les échantillons sont ensuite incubés 5 minutes a
température ambiante puis centrifugés a 4°C, a 14000 rpm pendant 10 minutes pour
éliminer les débris. Apres un ajout de chloroforme puis une extraction au
phénol/chloroforme, les ARN sont précipités par de l'isopropanol a température

ambiante puis le culot est lavé a I’éthanol 70% et repris dans 30 ul d’eau RNase-free.

b. Extraction avec un kit RNeasy mini plant (Qiagen)

Les cellules triées par FACS sont directement récupérées dans 500 pl de
tampon RLT supplémenté de B-mercaptoéthanol 1% et refroidies a la fin du tri dans
de la glace carbonique. Ces échantillons sont conservés a -80°C jusqu’au moment de
I'extraction. Avant le passage sur colonne Qiashredder qui permet le nettoyage
d’échantillons végétaux, le volume de chaque échantillon est ajusté a un volume de
tampon RLT-B-mercaptoéthanol 1% pour un volume de cellules triées. L’extraction et
le traitement DNase (Qiagen) se font selon le protocole du fabricant. Les échantillons
sont élués dans 30 pl d’eau RNase-free. Leur concentration et leur qualité sont

vérifiées au Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

c. Extraction avec un kit PicoPure (Arcturus)

Ce kit est utilisé pour 'extraction d’ARN provenant de tres petites quantités de
matériel donc par exemple, pour les échantillons issus de la microdissection et la
capture laser. On ajoute 10 pl de tampon d’extraction sur la capsule portant les
échantillons micro-disséqués puis un tube de 0,5 ml renversé par dessus. Ces tubes
renversés sont placés dans un bloc d’'incubation permettant le maintien des
échantillons a 42°C pendant 30 minutes. Les tubes sont ensuite centrifugés a 800g
pendant 2 minutes pour récupérer les échantillons contenus dans la capsule. Les

tubes sont conservés a -80°C jusqu'au moment de finir I'extraction. La purification
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des ARN se fait sur colonne selon les recommandations du fabricant et les
échantillons sont élués dans 14 ul d’eau RNase-free. Un traitement DNase (Qiagen) a

été effectué sur les échantillons.

d. Analyses des ARN au Bioanalyzer

La qualité des ARN utilisés pour les analyses transcriptomiques a été testée
par Bioanalyzer (Agilent), sur des nanopuces ou des picopuces selon la quantité
d’ARN estimée par Nanodrop. Les puces sont préparées selon les instructions du

fabricant (Agilent RNA 6000 Nano ou Pico Kit).

e. Rétrotranscription

Entre 0,2 et 2 ug d’ARN sont utilisés comme matrice pour la retro-
transcription. On leur ajoute 0,25 ul d’oligo (dT)1g primers 50 uM (Thermo Scientific),
0,75 wl d’hexaprimers aléatoires 100 uM (Thermo Scientific) et 1 ul de dNTP. Ce
mélange est incubé pendant 5 minutes a 65°C puis 1 minute dans la glace. Ensuite, on
utilise le kit Superscript III selon le protocole du fabricant. Sont donc ajoutés au
précédent mélange, 4 ul de tampon 5x, 1ul de DTT, 1ul de RNase out et 1 ul de
I’enzyme SuperScript III. Apres une incubation de 5 minutes, a température ambiante,
les échantillons sont incubés une heure, a 50°C puis '’enzyme est désactivée a 70°C,
pendant 15 minutes. Les cDNA ainsi obtenus sont alors testés par PCR pour vérifier

que la retrotranscription se soit bien déroulée.

f. PCR gquantitative en temps réel

Les réactions PCR se déroulent sur une plaque de 384 puits, dans un appareil
Lightcycler LC480 (Roche). Le volume final de réaction est de 10 ul de SYBR Green
Master mix (Roche) contenant 1ul de cDNA, 2 ul d’eau, 2ul d’oligo (2,5 uM)
spécifiques du gene d’'intérét et 5 ul d’enzyme mix. Les cycles de PCR sont paramétrés
comme suit : 95°C pendant 30s puis 40 cycles a 95°C pendant 5 s, 61°C pendant 5 s et
77°C pendant 5 s. L’analyse de la courbe de fusion est réalisée entre 55°C et 95°C
(+0,5°C pour 5 s). L'efficacité d’amplification (E) est fixée a une valeur de 2. 3

répétitions techniques sont effectuées pour chaque réaction. La moyenne des trois
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valeurs seuil de cycle (Cr) est normalisée par celles d’'un a trois genes de référence qui
servent alors de contréle interne. Ces genes sont choisis spécifiquement car leur

expression reste constante lors des différentes conditions testées (Lilly et al., 2011).

Voici les différents genes de référence utilisés selon leur taux d’expression. :

Amorce sens Amorce antisens
EXP AT4G26410 gagctgaagtggcttccatga ggtccgacatacccatgatee
TIP41 AT4G34270 | gtgaaaactgttggagagaagcaa tcaactggataccctttcgeca
SAND family | AT2G28390 | aactctatgcagcatttgatccact | tgattgcatatctttatcgccatc
EFla AT5G60390 caccactggaggttttgagg tggagtatttggggotogt
GAPDH AT1G13440 ttggtgacaacag<gtcaagca aaacttgtcgctcaatgcaatce
FBOX AT5G15710 tttcggetgagaggttcgagt gattccaagacgtaaagcaga

Les valeurs de Ct génes candidats sont soustraites de celles des genes de référence,
permettant d’obtenir une variation de Cr ou ACr. L'expression relative des génes
candidats est calculée avec la méthode de AACr.

Les couples d’oligonucléotides spécifiques a nos genes d’intérét ont été congus grace
a l'outil Design ProbeLibrary tool disponible sur le site internet de Roche Applied
Science :

(http://lifescience.roche.com/shop/CategoryDisplay?catalogld=10001&tab=Assay+D

esign+Center&identifier=Universal+Probe+Library&langld=-1)

Ces couples d’oligonucléotides sont regroupés dans le tableau ci dessous :

Géne n° accession oligo sens oligo antisens
PR1 AT2G14610 gatgtgccaaagtgaggtgtaa ttcacataattcccacgagga
PR2 AT1G62180 cctattcgacgcaaatctcgactc ccgacaccacgatttccaac
PR5 AT1G75040 gtggcggtctaagatgtaacg gccatcgcctactagagtgaa

AT3G22600 AT3G22600 ggtctgecctagggcettgtaa tttggtgattctgcaggagag

AHP2 AT1G13330 ggtgcaaaaggcacttgatag tgcttaccatactctttaaacgtga

AT5G55450 AT5G55450 cgggatagacccatctagagtc ggcctgacttcagctcagtt
PNP-A AT2G18660 cggaggtacagggttcgatg cgataacccgaaaagcgtca
PCC1 AT3G22231 ccaattggttatccgactagaga gcecgcagcagaagatacact
AT5G10760 AT5G10760 gacttttcgacggtgttgct gttgtttgcgeecggtagt
APR1 AT4G04610 ctgtgaagatggcaatgtctg acctcaacgaaccaatttgc
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APR2 AT1G62180 gatggaagcatcgtacatcg cggaatttcgccactttaac
LSU2 AT5G24660 gctetetegtcetttcttcagacte gccgataagaggatacatcaaac
LSU3 AT3G49570 gcggaagaagtggaggagtt gccacagctgaaccatctct
LSU4 AT5G24655 cggaggtagaggagctacga tcctccacaactgcaacatc
APS1 AT3G22890 accccgtcgctatcctcag ccagcattagttatcgcectegt
SDI1 AT5G48850 tgtcctcatcgacttatacaagaaa ctgccttaatttectcttcaaca
HSP17.4 AT3G46230 gagagtaagccggaggtcaa gctttccaacttcagagttect
HSP17.6B-CI AT2G29500 tggattgaagaaggaggaagtt ccacgtgtctctctccactg
PAD3 AT3G26830 ggtttctcgacagttecgttg cccattgtcatccctggacatattc
CYP71A12 AT2G30750 cctcttccactaatacttcccagat gatggcccaagcattgattatcac
CYP71A13 AT2G30770 attccctctcattgcatttccatc agtgttgcatagcataacaaggtg
CYP71A18 AT1G11610 ttggcatggatagacaggatcaac ctatacgctcgactcacttccac
AT1G26380 AT1G26380 atgccatctttaccgtcgat cctegtgtttttcgtgtatgac
DIN11 AT3G49620 ccaactgctggatacagagga ccatgtttcccttgettga
BAG6 AT2G46240 agaaggagattgttgttaatggaga cctgaactctcttatactaggatgcaa
PCR2 AT1G14870 gtcgccgagattgtagatcg gcacaaccagttactacggcta
WRKY75 AT5G13080 cgtcaagaacaacaagttcccta ctttgcacttgcttcttcacat
CYP79F1 AT1G16410 ctccaaggagacggaatcac ccggtgctaaacgagacaa
ATGSTU20 AT1G78370 ccttacgggagagctcagg ttcccccataccttgaattg
AOP2 AT4G03060 cgctgataccggtgttaatga ttcacagcaacattagaattgaca
BCAT4 AT3G19710 cgcaacctcttcctgtgagt tccgtacgaacaaacttgaatg
CYP79B2 AT4G39950 cgtgtcgagctgatggagt ggtcaccgaccataaccaac
IMS2 AT5G23020 ccgtgaacagtgttaagtacgc cacccgcttttatcgattct
MAM1 AT5G23010 ccagtttgggtgcgaagatg gtcacgagttccccgtattca
unknown AT1G64370 aggccaacgcaatggttat ctctggccatatccctegt
thioredoxin AT5G18600 atcgagcaggcgttgttg tgacctcgttggctccac
TRAF family AT4G00780 tcgtccttcaaccctgga tccatataccctcttggatgaac
ATHSFA2 AT2G26150 ccaatggaagggcttaacg ccggatcttccaccatttce
BAG6 AT2G46240 agaaggagattgttgttaatggaga | cctgaactctcttatactaggatgcaa
AT3G15610 AT3G15610 tggatgcacctcctacagaaa cactcctcacatcccataacct
AT1G66090 AT1G66090 tcaacgaaacttgtgctcgta tctcgatcatgtttgectcea
AT5G23035 AT5G23035 aggagggaagaaacgcttagagca gggcaatgcaccgacgacga
AT1G06830 AT1G06830 tccgaaaaaggggtggttat acttgaaccgcataggacaaa
TGG1 AT5G26000 tggtcaagactccttccaaaa ggccatctatgagaccgttg
TGG2 AT5G25980 tgttgcatcttctgettacca gctccacctttctetgggta
CCR2 AT2G21660 atgggccactgatgacaga ccttgatcttccagtctcacg
RTM1 AT1G05760 cgcccaaaaacagttctacc ttcagcccagtacaatttttga
RTM2 AT5G04890 cgctaattaggaagctgcaag ggcctectectttgetttag
Sucz AT1G22710 gccattgtcgtccctcag cgcaatcgctcctaacaca
AKT2 AT4G22200 acctcttcaaaggcgtctca tggtggtatatactcagccttcatt
PP2-A1 AT4G19840 cgcagatcctccgatctct gtttctctcgtecacccaata
AHA3 AT5G57350 gcctcgaggatatcgtgaac gataaaccttctctgcetgcattte
LHCA6 AT1G19150 cgtcctttatggttcectggt tgagggtgtccggatcaga
BRI1 AT4G39400 aatttctccggtccgattct ctcctgcagagtgtttttaggg
EIN4 AT3G04580 gacaagaccatcgattaggagatca tggaatttgaattcggatgttga
TuYV aagacaatctcgeggga ggagacgaactccaaaatgac
LMV cagctgctcttgtgggaac tgcctctecgtgttctcttc
GFP gtcaccaccttctcctacgg cgtgcctcttcatgtggtce
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g. Analyse des ARN par Northern blot

* Gel

Environ 2 pl d’ARN a 1 g/l (quantité estimée sur un gel natif d’agarose 1%)
sont ajoutés a 18 pl de tampon de charge (Formamide désionisé 50%, Formaldéhyde
désionisé 16%, tampon HEPES 1x, Glycérol 2,5%, bromure d’éthidium 1 pg/ml, bleu
de bromophénol). Les échantillons sont chauffés 5 minutes a 65°C, refroidis sur de la
glace puis déposés sur un gel dénaturant (Agarose 1%, tampon HEPES 1x,
Formaldéhyde 16%). La migration a lieu dans du tampon HEPES 1x (20 mM HEPES, 1
mM EDTA, KOH 950 mg/1 pH 7,8), 280 V.

* Transfert sur membrane

Les ARN sont ensuite transférés pendant environ 24 heures, par capillarité, sur
une membrane Hybond NX (GE-Healthcare) dans du tampon SSC 20x. Aprés un
rincage de la membrane avec du tampon SSC 4x, les ARN y sont fixés par des

ultraviolets (Stratalinker).

e Synthése de sondes ADN aléatoires

La sonde est synthétisée a partir d'un fragment PCR correspondant a une
partie de 'ARN d’intérét, a 'aide d’'un kit « Prime-a-gene » (Promega) selon les
instructions du fabricant. 31 ul d’eau sont ajoutés a 2 ul d’ADN puis la matrice est
dénaturée 2 minutes, a 95°C et refroidie 5 minutes dans la glace. On ajoute ensuite 10
ul de tampon 5%, 2 ul du mélange de dNTP 0,5 mM (dATP, dGTP et dTCP), 2 ul de BSA,
2,5 ul de [a-32P] ACTP et 0,5 ul de DNA polymérase (Klenow). Apres une incubation
d’'une heure a température ambiante, le mélange est passé sur une colonne Sephadex
G50 pour éliminer les dNTP non incorporés. Aprés une dénaturation de 2 minutes a

95°C, la sonde est préte a étre utilisée.

* Hybridation

La membrane est pré-hybridée dans un cylindre, dans du tampon
d’hybridation (PerfectHyb Plus, SIGMA), environ 1 heure, a 60°C. La sonde est alors
ajoutée au tampon d’hybridation et laissée sous agitation toute la nuit, a 55°C. La

membrane est ensuite lavée, a 65°C, 2 fois 30 minutes, dans le tampon de lavage 1
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(SSC 2x, SDS 0,1%) puis une fois 30 minutes, dans le tampon de lavage 2 (SSC 0,2%,

SDS 0,1%). Les membranes sont révélées par autoradiographie.

2. Extraction et analyse de protéines

a. Extraction

100 mg de feuilles sont broyés dans 200 ul de tampon de charge Laemmli 2x
(Tris-HCl 123 mM pH 6,8, SDS 5%, Glycérol 20%, B-mercaptoéthanol 9,3%, bleu de
bromophénol) dans I'azote liquide. L’échantillon est ensuite dénaturé a 95°C, pendant

5 minutes, puis centrifugé a 3000 rpm, 10 minutes pour éliminer les débris.

b. Analyse des protéines par Western-blot

* Gel de polyacrylamide

Les échantillons extraits sont déposés dans un gel de polyacrylamide
dénaturant composé de deux parties: un gel de concentration qui concentre les
échantillons sur un méme front de migration et un gel de résolution qui permet la
séparation des protéines en fonction de leur poids moléculaire. Sa composition en
polyacrylamide dépend de la taille des protéines considérées. La migration se fait
dans du tampon de migration (Tris-HCI 25 mM, Glycine 0,2 M, SDS 0,1%), a 110 V,
pendant 4 heures.

* Transfert sur membrane

Les protéines ainsi séparées sont ensuite transférées sur une membrane
Hybond-P (Amersham), préalablement trempée dans de I’éthanol 100% puis dans le
tampon de transfert ((Tris-HCl 25 mM, Glycine 0,2 M), a 80 V, pendant 2 heures, a 4°C.
Apres le transfert, la membrane est ensuite saturée pendant une heure dans du
tampon PBS 1x, Tween 0,5%, lait 5% et I'anticorps primaire est alors ajouté et laissé
toute la nuit, a 4°C. Apreés 3 lavages de 15 minutes avec du PBS-T, I'anticorps
secondaire couplé a la péroxydase est ajouté dans du PBS-T, lait 5% et laissé 2 heures,
a température ambiante. La membrane est ensuite lavée 3 fois 15 minutes avec du
PBS-T. La révélation des protéines d’intérét se fait par chimioluminescence grace a un

kit LumiLightPlus Western Blotting (Roche) puis par autoradiographie
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Annexe 1 : Intensités de fluorescence mesurées sur les puces CATMA pour la détection des genes codant pour la GFP et la
résistance a la kanamycine (la résistance a la kanamycine étant utilisée pour sélectionner les plantes transgéniques
pSUC2::GFP). Le premier tableau correspond aux valeurs du LMV et le second, a celle du TuYV. Toutes les valeurs sont
supérieures a la valeur du signal moyen de la puce pour chaque échantillon indiquant 1'expression de ces génes sauf pour un
des fragments PCR détectant le transcrit de la GFP dans I'échantillon TuYV de l'expérience Exp1.

GFP 1 Green Fluorescent Protein
GFP 2 Green Fluorescent Protein
Kanamycine kanamycin:neomycin
1 phosphotransferase
Kanamycine kanamycin:neomycin
2 phosphotransferase
Signal moyen de la puce

Expl Exp3

_ fonction TuYV pBIN vide

GFP 1 Green Fluorescent Protein 6,96 6,96

pBIN vide pBIN vide

GFP 2 Green Fluorescent Protein 6,90

Kanamycine kanamycin:neomycin
1 phosphotransferase
Kanamycine kanamycin:neomycin
2 phosphotransferase

Signal moyen de la puce
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Annexe 2 : Tableau

regroupant I'ensemble des génes identifiés par RNAseq et puces CATMA.
Les quatre genes sur fond bleu au milieu sont les génes communs aux deux analyses.

GO composant

Génes Description GO Fonction moléculaire GO Processus biologique .
cellulaire
ATAG04610 APR1 (5'-adenylylsulfate adenylyl—sulf.at.e reductase sulfate a55|mlla.t|on, sulfate chloroplast
reductase 1) activity reduction
oxidation-reduction process,
adenylyl-sulfate reductase and N
2 (5'-
AT1G62180 APR2 (5'-adenylylsulfate phosphoadenylyl-sulfate sulfate assimilation, chloroplast
reductase 2) X . . phosphoadenylyl sulfate
reductase (thioredoxin) activity .
reduction
LSU2 i
AT5G24660 SU2 (response to low / regulation of defense /
sulfur 2) response
LSU3 (response to low
AT3G49570 sulfur 3) / / /
L
AT5G24655 SU4 (response to low / / /
sulfur 4)
sulfate adenylyltransferase response to cadmium ion,
AT3G22890 | APS1 (ATP sulfurylase 1) vy - selenium compound chloroplast
(ATP) activity X
metabolic process
cellular response to sulfur
DI1
AT5G48850 ATS ! (.Sulphur binding starvation, regulation of sulfur /
deficiency-induced 1) e
utilization
HSP17.4 (heat shock
2.
AT3G46230 protein 17.4) / response to heat /
17.6B-Cl (17.6 kD idati
AT2G29500 HSP17.6B-Cl (17.6 kDa / response to heat, oxidative cytoplasm
class | small hsp) stress
ATCG00790 RPL16 (ribosomal protein structure}l constituent of translation chloroplast
L16) ribosome
XLG3 (extra-| GTP-
AT1G31930 . (?X re argie signal transducer activity signal transduction nucleus
binding protein 3)
photosynthesis, light
ATCG00340 PSAB chlorophyll binding harvesting in photosystem | chloroplast
and Il
ATCG00300 YCF9 hotosynthesis chloroplast
Puces / pRoo%y . -
PGLS (6-phospho carbohydrate metabolic
CATMA | a15624420 phosp carbohydrate metabolic process | process, pentose-phosphate /
gluconolactonase 5)
shunt
ATCG00280 PSBC chlorophyll binding photosynthesis, light reaction chloroplast
. . . protein kinase activity, protein
AT4G38470 ACT like prot.eln tyroslne serine/threonine/tyrosine protein phosphorylation cytoplasm
kinase family protein X .
kinase activity
ATP synthesis coupled proton
B
ATCG00480 ATP (AT? synthase ATP biosynthetic process transport, defense response chloroplast
subunit beta)
to fungus, response to cold
ATCG00380 . RPS4 (chIorop!ast structure}l constituent of translation chloroplast
ribosomal protein S4) ribosome
HSP81-1 (HEAT SHOCK o defense response to
2
AT5G52640 PROTEIN 81-1) protein binding bacterium, response to heat /
aging, cellular response to
DIN11 (DARK INDUCIBLE
AT3G49620 ( 11) iron ion binding starvation, oxidation- /
reduction process
MYB4 (myb domain negative regulation of
AT4G38620 y. DNA binding transcription, response to /
protein 4) . o
jasmonic acid stimulus
. long-distance
DR2 - -
AT4G11130 R RRNA(REIAn?ZfaT;d;)nt RNA dlrecteadcﬁ\l;lif\ polymerase posttranscriptional gene nucleolus
poly ¥ silencing, production of siRNA
21 (j -
AT3G55970 IRG (Jasmona.te iron ion binding oxidation-reduction process /
regulated protein)
structural constituent of .
ATCG00800 / R translation chloroplast
ribosome
B -
ATCG00710 PSBH (photosystem Il phosphate ion binding photosynthesis, light chloroplast

reaction center protein H)

harvesting in photosystem I
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i . cytoplasm,
D 2 -
AT1G75270 HAR2 (dehydro glutathione binding OXIdatK.)n reduct{on pro.cess, plasma
ascorbate reductase 2) protein glutathionylation
membrane
amino acid transporter amino acid transmembrane amino acid transmembrane
AT3G56200 K p L transport, amino acid membrane
family protein transporter activity
transport
. defense response to fungus,
BAG6 (BCL-2- ted
AT2G46240 ( associate calmodulin binding induction of programmed cell | plasmodesma
athanogene 6)
death, response to heat
RNA splicing, metaboli
ATCG00040 MATK (maturase K) RNA binding splicing, metabolic chloroplast
process
AT1G75280 Isoflavone reductase-P3 binding responseito (fadmlum ion, to plasma
oxidative stress membrane
5 -
AT1G14870 FTCR (cadmlum / response to oxidative stress plasma
resistance protein 2) membrane
AT2G47480 / / / /
response to auxin stimulus, to
AT5G57560 TCH4 (TOUCH 4) hydrolase activity brassinosteroid stimulus, to cell wall
cold, to heat
CAX1 (Cation calcium ion transmembrane calcium ion transport membrane,
AT2G38170 -
Exchanger 1) transporter activity response to salt stress vacuole
CYP71A18 (cytochrome heme binding, iron ion binding, . .
1G1161 -
AT1G11610 P450 71A18) oxygen binding oxidation-reduction process /
AT5G35525 PLACS family protein / / /
. dicarboxylic acid
DIC2
AT4G24570 Ic C(:::?er:);;(ylate transmembrane transporter transmembrane transport mitochondria
activity
AT1G74450 / / / /
DIP2 (DBP-i i
AT5G03210 P2 (D8P |!'1teract|ng / defense response to virus /
protein 2)
NDP1 (kinesin light chain- o
21
AT5G02130 like protein) binding / /
1 (E3 ubiquitin-
AT5G10380 RING1 ( .3 u.blqumn ubiquitin-protein ligase activity programmed cell dgath, plasma
protein ligase) response to bacterium membrane
Il death, t toplasm,
el Iy
AT3G16770 | transcription factor RAP2- DNA binding, protein binding 4 L » 10 !
3) acid stimulus, to other plasma
organism, to stress membrane
1 -
AT1G14880 PCR1 (cadmium / / vacuole
resistance protein 1)
2 -
AT1G13330 AHP. .(homolo.gous / chiasma assembly /
pairing protein 2)
protease inhibitor/seed
storage/lipid transfer e lipid transport, response to endoplasmic
AT5G55450 protein (LTP) family lipid binding other organism reticulum
protein
protease inhibitor/seed
storage/lipid transfer e - anchored to
AT3G22600 et () iy lipid binding lipid transport membrane
Geénes protein
. defense response, response cell wall
communs - ! 4
AT2G14610 Prz:lla(tzzthfffe?ssll; / to vitamin B1, systemic extracellular
puces P acquired resistance region
CATMA- i i i
AT1G75040 PR5 (pathoger?esw Ty e B response. to V|ru.s, systemic apoplast, cell
RNAseq related protein 5) acquired resistance wall, vacuole
FAD-binding and BBE catalytic activity, electron cellular response to hvboxia endoplasmic
AT1G26380 domain-containing carrier activity, oxidoreductase . P . P ! .p
X L. oxidation-reduction process reticulum
protein activity
CPuORF31 (Conserved
AT1G48598 peptide upstream open / / /
reading frame 31)
AT3G60140 DIN2 (dark inducible 2) cation binding aging, metabolic process /
Pollen Ole e 1 (allergen
RNAseq AT3G16670 and extensin family / response to oxidative stress /
protein)
CPuORF32 (Conserved
AT1G73602 peptide upstream open / / mitochondria
reading frame 32)
AT5G64395 / / /
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BGL1 (beta glucosidase

catalytic activity, cation binding,

defense response to fungus,

chloroplast,
ER, nucleus,

AT1G52400 . response to abiotic stimulus, peroxisome,
18) hydrolase activity, e
to abscisic acid stimulus plasmodesma,
vacuole
BCAT-1 (branched-chain branched-chain-amino-acid branched-chain amino acid cvtoplasm
AT1G10060 amino acid transaminase activity, catalytic metabolic process, toxin mi\t/oczondr,ia
transaminase 1) activity catabolic process
defense response to insect, chloroplast,
VSP2 (vegetative storage . . response to jasmonic acid cytosolic
AT5G24770 (veg . B acid phosphatase activity pA ! .y
protein 2) stimulus, response to ribosome,
oxidative stress vacuole
AT5G46730 glycine-rich protein / / /
- innate immune response,
Regulator of Vps4 activity response to oxidativz stress
AT1G13340 in the MVB pathway / p. R o cytoplasm
. salicylic acid biosynthetic
protein,
process
. . - . nucleus,
AT5G49730 ATFRO6 (ferrlc reduction ferric-chelate reductase activity OX|dat|on—redu.ct|on process, plasma
oxidase 6) response to light stimulus
membrane
defense response to
catalytic activity, cation bindin bacterium and fungus, apoplast, cell
BGL2 (beta-1,3-glucanase ceIIYJIase activ\i/; lucan exo—g, regulation of response to P ?/valll
AT3G57260 | 2)or PR2 (pathogenesis- Y' E = biotic stimulus, systemic !
X 1,3-beta-glucosidase activity, R X L chloroplast,
related protein 2) L. acquired resistance, salicylic
hydrolase activity . . . . vacuole
acid mediated signaling
pathway
Bifunctional chloroplast
inhibitor/lipid-transfer lipid transport, nitrate envelg e
AT3G22620 | protein/seed storage 2S lipid binding P porL, ) Pe,
. . transport, response to nitrate plasma
albumin superfamily
R membrane
protein,
BGLU2 X - - - A -
AT3G60120 GLU27 (beta glucosidase | catalytic activity, CatI.OI:] binding, carbohydrate metabolic nucleus
27) hydrolase activity process
regulation of DNA-dependent
. o transcription in response to
WRKY75 (WRKY DNA- sequence-specific DNA binding, P Ap
AT5G13080 L. . L .. stress, regulation of nucleus
binding protein 75) transcription factor activity e
transcription, response to
ethylene stimulus
GSTU10 (glutathione S- . L response to cyclopentenone,
AT1G74590 lutath t fi tivit . ) topl
transferase TAU 10) glutathione transterase activity toxin catabolic process Cytoplasm
cation transport, protein membrane,
1 i + ion: ) 4
ATAG23700 ATCHX17 (cation/H monovalf.snt cation .h\./drogen targeting to vacuole, late
exchanger 17) antiporter activity R endosome,
regulation of pH
nucleus
camalexin biosynthetic
process, defense response to
CYP71A13 (cytochrome bacterium, defense response
P450, family 71, electron carrier activity, to fungus, jasmonic acid
AT2G30770 ; V7% \ v guS.J /
subfamily A, polypeptide oxidoreductase activity response to ethylene
13) stimulus, salicylic acid
biosynthetic process, systemic
acquired resistance
. photosynthetic electron
PSBA (phot t 1l lect t ter, t .
ATCG00020 K (photosys em. electron rar.15p.or €7, protein transport in photosystem II, chloroplast
reaction center protein A) binding
photosystem Il assembly
defense response to
bacterium, response to
. . . . . jasmonic acid stimulus,
ATPTR3 tid d tid dt tid L |
AT5G46050 (peptide Ipeptice and trl p.eip ae response to salicylic acid plasma
transporter 3) transporter activity membrane

stimulus, response to
wounding, dipeptide and
tripeptide transport
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camalexin biosynthetic
process, defense response to
fungus, jasmonic acid
PAD3 (Cytochrome P450 . L mediated signaling pathway, .
AT3G26830 superfamily protein) or ele.ctron carner aCtIAVI.ty' response to abscisic acid endo.plasmlc
CYP71B15 oxidoreductase activity stimulus,response to ethylene reticulum
stimulus, salicylic acid
biosynthetic process, systemic
acquired resistance
Acyl-CoA N-
AT1G24040 acyltransferases (NAT) N-acetyltransferase activity / chloroplast
superfamily protein
ATCG00590 ORF31 electron carriers electron carrier activity DNA-dependent tranfcrlptlon, chloroplast
photosynthesis
Protein of unknown
AT1613520 function (DUF1262) / / /
AT3G18250 Putat.ive mem.brane / amino acid import endo.plasmic
lipoprotein reticulum
CYP71A12 (cytochrome
P450, family 71, electron carrier activity, oxidation-reduction process,
AT2G30750 subfamilyyA, oxidoreductase activit\\l/ response to bacte":’ium /
polypeptide 12)
AT1G06137 / / / /
AT3G15534 / / / extrac.ellular
region
ATCG00510 PSAI (phots.ysteml / DNA-dependent tranfcription, chloroplast
subunit 1) photosynthesis
meristem development,
DCD (Development and regulation of anthocyanin
AT3G11000 Cell Death) domain / biosynthetic process, nucleus
protein specification of floral organ
identity
AT5G13181 / / / /
AT5G40180 / / / /
Protein of unknown
AT1613480 function (DUF1262) / / /
AT1G24735 / O-methyltransferase activity / cytoplasm
AT5G42203 / / / /
AT3G48298 / / / /
AT2G31018 / / / /
AT1G32650 / / / mitochondria
AT3G52302 / / / mitochondria
AT2G45161 / / / mitochondria
AT4G35589 / / / mitochondria
AT3G26539 / / / mitochondria
AT2G20784 / / / /
AT1G65541 / / / /
AT2G07684 / / / /
. urine nucleobase nucleobase-containin
AT1G18220 ATPUPO (purine transl:r:ﬂembrane transporter compound transport, pugine membrane
permease 9) L.
activity nucleobase transport
AT1G07885 / / / /
AT5G12450 FBD-like domfain family / / /
protein
AT3G17845 / / / mitochondria
AT4G28088 | oW temperature and salt / / membrane
responsive protein family
AT1G05220 Transgm;r;g;i'lfezrom'” / / mitochondria
AT2G26511 / / / mitochondria
AT2G36632 / / / /
AT3G45851 / / / nucleus
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Annexe 3 : Taux d'enrichissement en termes d'ontologie dans les analyses de RNAseq des trois expériences
de protoplastes de CC infectés par le LMV. Cette recherche a été effectuée sur les résultats de RNAseq avec un
FDR < 10%. Ne sont considérés dans ces tableaux que les enrichissements dans les processus biologiques.

Expl Tergﬂg de Nom Taux d'enrichissement

1 G0:0034976 | response to endoplasmic reticulum stress 202

2 G0:0010120 camalexin biosynthetic process 50,5

3 G0:0000103 sulfate assimilation 38

4 G0:0009644 response to high light intensity 29,5

5 G0:0006534 cysteine metabolic process 25,33333333

6 G0:0009408 response to heat 20,79411765

7 G0:0009642 response to light intensity 16,85714286

3 G0:0009069 serine family amino acid metabolic 13,46666667

process

9 G0:0045454 cell redox homeostasis 10,58139535

10 | GO:0042542 response to hydrogen peroxide 10,11428571

11 | GO:0050832 defense response to fungus 9,730769231

12 | GO:0006457 protein folding 8,518072289

13 | GO:0000302 response to reactive oxygen species 8,428571429

14 | GO:0009620 response to fungus 7,973684211

15 G0:0006979 response to oxidative stress 7,551724138

16 | G0:0019725 cellular homeostasis 6,408450704

17 | GO:0009266 response to temperature stimulus 6,215384615

18 G0:0009617 response to bacterium 4,72

19 G0:0006970 response to osmotic stress 4,105691057

20 G0:0009651 response to salt stress 3,99122807

21 | GO:0051707 response to other organism 3,258064516

22 | GO:0009607 response to biotic stimulus 3,177142857

23 | GO:0006952 defense response 2,688212928

Exp2 Tergﬁg de Nom Taux d'enrichissement

1 G0:0009772 photosynthetic electron I1:Iransport in photosystem 635
2 G0:0009269 response to desiccation 25,4
3 G0:0009767 photosynthetic electron transport chain 25,3
4 G0:0015979 photosynthesis 14,80701754
5 G0:0019684 photosynthesis, light reaction 9,833333333
6 G0:0022900 electron transport chain 8,85483871
7 G0:0006790 sulfur compound metabolic process 5,462962963
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Exp3 Tergﬁg de Nom Taux d'enrichissement

1 G0:0009627 systemic acquired resistance 62,5

2 G0:0009814 defense response, incompatible interaction 25

3 G0:0006857 oligopeptide transport 19,04761905

4 G0:0015833 peptide transport 18,18181818

5 G0:0042742 defense response to bacterium 9,090909091

6 G0:0009617 response to bacterium 8

7 G0:0045087 innate immune response 7,692307692

8 G0:0006955 immune response 6,542056075

9 G0:0051707 response to other organism 6,451612903

10 G0:0009607 response to biotic stimulus 6,32183908
Moyenne Tergﬁg de Nom Taux d'enrichissement

1 G0:0009700 indole phytoalexin biosynthetic process 125

2 G0:0010120 camalexin biosynthetic process 125

3 G0:0009627 systemic acquired resistance 41,66666667

4 G0:0051707 response to other organism 7,258064516

5 G0:0009607 response to biotic stimulus 6,428571429

283



Annexes

Annexe 4 : Taux d'enrichissement en termes d'ontologie dans les analyses de puces CATMA des trois
expériences de protoplastes de CC infectés par le LMV. Ne sont considérés dans ces tableaux que les
enrichissements dans les processus biologiques.

Expl Terme de GO Nom Taux d'enrichissement
1 G0:0009652 thigmotropism 109
2 G0:0043068 positive regulation of programmed cell death 109
3 G0:0034976 response to endoplasmic reticulum stress 72,33333333
4 G0:0010942 positive regulation of cell death 54,5
5 G0:0010252 auxin homeostasis 40,75
6 G0:0009644 response to high light intensity 39,54545455
7 G0:0009408 response to heat 32,28125
8 G0:0006534 cysteine metabolic process 27,16666667
9 G0:0009642 response to light intensity 27,15
10 G0:0009765 photosynthesis, light harvesting 24,11111111
11 G0:0043067 regulation of programmed cell death 20,375
12 G0:0009615 response to virus 18,08333333
13 G0:0009809 lignin biosynthetic process 16,69230769
14 G0:0016998 cell wall macromolecule catabolic process 16,3
15 G0:0009767 photosynthetic electron transport chain 14,81818182
16 G0:0009069 serine family amino acid metabolic process 14,46666667
17 G0:0042542 response to hydrogen peroxide 12,79411765
18 G0:0019684 photosynthesis, light reaction 12,66666667
19 G0:0015979 photosynthesis 11,98305085
20 G0:0009808 lignin metabolic process 11,42105263
21 G0:0006979 response to oxidative stress 10,74418605
22 G0:0000302 response to reactive oxygen species 10,35714286
23 G0:0006457 protein folding 9,819277108
24 G0:0009266 response to temperature stimulus 9,765625
25 G0:0045454 cell redox homeostasis 8,636363636
26 G0:0009617 response to bacterium 7,337837838
27 G0:0006790 sulfur compound metabolic process 7,037037037
28 G0:0042742 defense response to bacterium 6,909090909
29 G0:0009699 phenylpropanoid biosynthetic process 6,634146341
30 G0:0019725 cellular homeostasis 6,041666667
31 G0:0009416 response to light stimulus 5,659722222
32 G0:0019748 secondary metabolic process 5,554744526
33 G0:0009314 response to radiation 5,506756757
34 G0:0006970 response to osmotic stress 5,344262295
35 G0:0009743 response to carbohydrate stimulus 5,344262295
36 G0:0046686 response to cadmium ion 5,323529412
37 G0:0009651 response to salt stress 5,292035398
38 G0:0051707 response to other organism 4,941558442
39 G0:0009607 response to biotic stimulus 4,710982659
40 G0:0010038 response to metal ion 4,414634146
41 G0:0009725 response to hormone stimulus 3,020833333
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Exp4 Terme de GO Nom Taux d'enrichissement
1 G0:0080028 nitrile biosynthetic process 303
2 G0:0008535 respiratory chain complex IV assembly 151,5
3 G0:0019760 glucosinolate metabolic process 58,30769231
4 G0:0015886 heme transport 50,5
5 G0:0015992 proton transport 30,31428571
6 G0:0006790 sulfur compound metabolic process 22,44444444
7 G0:0007568 aging 20,68181818
8 G0:0006164 purine nucleotide biosynthetic process 19,29090909
9 G0:0006163 purine nucleotide metabolic process 18,61403509
10 G0:0009259 ribonucleotide metabolic process 18,61403509
11 G0:0009165 nucleotide biosynthetic process 16,07575758
12 G0:0009117 nucleotide metabolic process 15,86046512
13 G0:0016052 carbohydrate catabolic process 14,94366197
14 G0:0055085 transmembrane transport 13,43037975
15 G0:0022900 electron transport chain 9,46875
16 G0:0019748 secondary metabolic process 8,782608696
17 G0:0044262 cellular carbohydrate metabolic process 6,469512195
18 G0:0006812 cation transport 6,204678363
19 G0:0006811 ion transport 5,826923077

- Terme de GO

1

O 0 N O U b~ W N

=
= O

Nom

Taux d'enrichissement

G0:0043068
G0:0010942
G0:0000103
G0:0009612
G0:0009408
G0:0015979
G0:0006790
G0:0009266
G0:0009605
G0:0051707
G0:0009607

positive regulation of programmed cell death
positive regulation of cell death
sulfate assimilation
response to mechanical stimulus
response to heat
photosynthesis
sulfur compound metabolic process
response to temperature stimulus
response to external stimulus
response to other organism

response to biotic stimulus

377
188,5
141,5
94,25

25,48648649
15,45901639
13,72727273
8,511278195
7,924369748
7,256410256
6,468571429

- Terme de GO Nom Taux d'enrichissement

1 G0:0010310 regulation of hydrogen peroxide metabolic process 33

2 G0:0000103 sulfate assimilation 22,33333333
3 G0:0019253 reductive pentose-phosphate cycle 22,33333333
4 G0:0009269 response to desiccation 20,75

5 G0:0001666 response to hypoxia 16,75

6 G0:0009612 response to mechanical stimulus 16,75

7 G0:0019685 photosynthesis, dark reaction 16,75

8 G0:0009862 systemic acquired resistance, salicylic acid mediated signaling pathway 16,66666667
9 G0:0009631 cold acclimation 13,4

10 G0:0006536 glutamate metabolic process 12,5

11 G0:0009765 photosynthesis, light harvesting 12,5
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12 G0:0009627 systemic acquired resistance 12,5

13 G0:0080010 regulation of oxygen and reactive oxygen species metabolic process 12,5

14 G0:0019722 calcium-mediated signaling 12,5

15 G0:0015977 carbon fixation 11,16666667
16 G0:0009063 cellular amino acid catabolic process 9,666666667
17 G0:0009626 plant-type hypersensitive response 9,666666667
18 G0:0018298 protein-chromophore linkage 9,571428571
19 G0:0009863 salicylic acid mediated signaling pathway 9,571428571
20 G0:0010193 response to ozone 9,571428571
21 G0:0009069 serine family amino acid metabolic process 9,5

22 G0:0034050 host programmed cell death induced by symbiont 8,923076923
23 G0:0015979 photosynthesis 7,872727273
24 G0:0010200 response to chitin 7,861111111
25 G0:0009853 photorespiration 6,916666667
26 G0:0009820 alkaloid metabolic process 6,823529412
27 G0:0009081 branched chain family amino acid metabolic process 6,7

28 G0:0006779 porphyrin-containing compound biosynthetic process 6,444444444
29 G0:0015995 chlorophyll biosynthetic process 6,384615385
30 G0:0019760 glucosinolate metabolic process 6,384615385
31 G0:0019684 photosynthesis, light reaction 6,310344828
32 G0:0031347 regulation of defense response 6,25

33 G0:0009743 response to carbohydrate stimulus 5,842105263
34 G0:0033014 tetrapyrrole biosynthetic process 5,8

35 G0:0006790 sulfur compound metabolic process 5,549019608
36 G0:0042742 defense response to bacterium 5,442307692
37 G0:0009814 defense response, incompatible interaction 5,357142857
38 G0:0009617 response to bacterium 5,154929577
39 G0:0043043 peptide biosynthetic process 5,115384615
40 G0:0009611 response to wounding 4,901960784
41 G0:0001539 ciliary or flagellar motility 4,882352941
42 G0:0009239 enterobactin biosynthetic process 4,833333333
43 G0:0009642 response to light intensity 4,761904762
44 G0:0006970 response to osmotic stress 4,547008547
45 G0:0009620 response to fungus 4,486486486
46 G0:0046686 response to cadmium ion 4,418367347
47 G0:0009751 response to salicylic acid stimulus 4,255813953
48 G0:0010038 response to metal ion 4,228813559
49 G0:0009408 response to heat 4,166666667
50 G0:0009651 response to salt stress 4,119266055
51 G0:0009607 response to biotic stimulus 4,083832335
52 G0:0051707 response to other organism 4,020134228
53 G0:0009873 ethylene mediated signaling pathway 3,921568627
54 G0:0008652 cellular amino acid biosynthetic process 3,857142857
55 G0:0006007 glucose catabolic process 3,846153846
56 G0:0009415 response to water 3,773584906
57 G0:0022900 electron transport chain 3,758064516
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58 G0:0019320 hexose catabolic process 3,75

59 G0:0006096 glycolysis 3,741935484
60 G0:0006520 cellular amino acid metabolic process 3,698412698
61 G0:0015992 proton transport 3,694444444
62 G0:0009605 response to external stimulus 3,649122807
63 G0:0009409 response to cold 3,580645161
64 G0:0019725 cellular homeostasis 3,571428571
65 G0:0045087 innate immune response 3,550561798
66 G0:0009416 response to light stimulus 3,539007092
67 G0:0009723 response to ethylene stimulus 3,454545455
68 G0:0009314 response to radiation 3,44137931
69 G0:0009266 response to temperature stimulus 3,356589147
70 G0:0006955 immune response 3,355769231
71 G0:0006006 glucose metabolic process 3,333333333
72 G0:0016052 carbohydrate catabolic process 3,328571429
73 G0:0009414 response to water deprivation 3,254901961
74 G0:0000160 two-component signal transduction system (phosphorelay) 3,223880597
75 G0:0055085 transmembrane transport 3,205128205
76 G0:0009753 response to jasmonic acid stimulus 3,191489362
77 G0:0008219 cell death 3,166666667
78 G0:0012501 programmed cell death 3,148648649
79 G0:0006979 response to oxidative stress 3,022727273
80 G0:0006725 cellular aromatic compound metabolic process 2,992805755
81 G0:0009308 amine metabolic process 2,824242424
82 G0:0019748 secondary metabolic process 2,816176471
83 G0:0006519 cellular amino acid metabolic process 2,801980198
84 G0:0009737 response to abscisic acid stimulus 2,777777778
85 G0:0009117 nucleotide metabolic process 2,709302326
86 G0:0006952 defense response 2,643410853
87 G0:0009755 hormone-mediated signaling pathway 2,633093525
88 G0:0044262 cellular carbohydrate metabolic process 2,583850932
89 G0:0006066 alcohol metabolic process 2,449612403
90 G0:0019752 carboxylic acid metabolic process 2,415686275
91 G0:0009725 response to hormone stimulus 2,345070423
92 G0:0007242 intracellular signal transduction 1,865384615
93 G0:0006811 ion transport 1,859223301
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Annexe 5: Tableau

regroupant I'ensemble des génes identifiés par RNAseq et puces CATMA. Les
deux genes sur fond rouge au milieu sont les genes communs aux deux analyses.

Génes Description GO Fonction moléculaire GO Processus biologique GO composant cellulaire
circadian rhythm,
gluconeogenesis, glycolysis, chloroplast, cytoplasm,
AT2G21660 CCR2 (Cold, circadian nucleic acid binding, nucleotide innate immune response, mitochondria, nucleus,
rhythm, and RNA binding 2) binding mRNA export from peroxisome,
nucleus,response to abiotic plasmodesma
stress
. . . glucosinolate biosynthetic
GRP3S (Gl -rich prot
AT2G05380 ( ycm.e rich proteln protein binding process, indoleacetic acid extracellular region
3 short isoform) . .
biosynthetic process
DNA-d dent t iption,
ATCG00340 PSAB chlorophyll binding ependen rans.crlp on chloroplast
photosynthesis
AT2G16586 / / / /
AT2G01021 / / / /
AT1G23650 / / / mitochondria
AT2G05530 Glycine-rich protein / / extracellular region
. L Golgi apparatus, ER,
1B
AT2G24180 CYP7186 (Cytochrome P450 ele.ctron carrier aCtIAVI.ty’ oxidation-reduction process membrane,
71B6) oxidoreductase activity R .
mitochondria
Protein of unknown cytoplasm, nucleus,
AT2G22660
function (DUF1399) / / plasma membrane
O-phospho-L-serine:2-
PSAT (Phosphoserine 0XO0, quar(;iz a(:ninsoetrr::sferase L-serine biosynthetic process,
AT4G35630 . P 8 L R . metabolic process, systemic chloroplast
aminotransferase) activity, catalytic activity, . .
- S acquired resistance
pyridoxal phosphate binding
glucosinolate biosynthetic
process, regulation of defense
AT2G05520 GRP-3 (Glycine-rich protein protein binding response, response to alf)SCIISIC extracellular region
3) acid to ethylene, to salicylic
acid stimulus, systemic
acquired resistance
CF9 (Carbohydrate-bindi
AT1G59510 (Carbohydrate-binding / / mitochondria
protein)
CATMA defense response to fungus,
BAG6 (BCL-2- iated heat acclimation, inducti f
AT2G46240 ( assoclate calmodulin binding eat acciimation, Induction o nucleus, plasmodesma
athanogene 6) programmed cell death,
protein folding
cellular cell wall
AT1G24030 protein kinafe family ATP binding, kinase.aFtivity, macromolecule me.tabolic plasma membrane
protein transferase activity process, protein
phosphorylation
ATAG12400 HOP3 / heait acclimation, protein /
folding, response to stress
AT1G68250 / / terpenoid biosynthetic nucleus
process
antioxidant activity, carotenoid and chlorophyll
AT3G26060 | ATPRX Q (peroxiredoxin Q) OX|.dored.uctas§ ?ct|V|ty, : blo.synthe5|s,. gluc.osm.olate chloroplast
peroxiredoxin activity, protein biosynthesis, oxidation-
binding reduction, rRNA processing
ovule development,
AT5G20240 PI (PISTILLATA) DNA binding, protein binding regulation of transcription, cytoplasm, nucleus
DNA-dependent
AT1G07350 SR45AI(serine/a?rginine rich- | nucleic acid b.ind.ing, nucleotide | RNA splic.ing, .respor.15e to high /
like protein 45A) binding light intensity
response to molecule of
AFB4 (auxin signaling F-BOX N - L bacterial origin, ubiquitin-
2 -
AT4G24390 a) ubiquitin-protein ligase activity dependent protein catabolic nucleus
process
o . defense response to fungus
. ADP binding, nucleoside- K L . !
-NB!
AT1G66090 TIR-N AS class of dls?ase triphosphatase activity, Ja§mor?|c aad.me.dlat.ed chloroplast
resistance protein . S signaling, salicylic acid
nucleotide binding . R
biosynthesis
AT5G23035 | DEFL (defensin-like protein) / / extracellular region
AT5G26000 TGG1 (myrosinase 1) hydrolase activity, g . v . !
. . - process, response to abscisic peroxisome, cell wall,
thioglucosidase activity o
acid stimulus vacuole
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catalytic activity, cation binding,

defense response to insect,
glucosinolate catabolic

apoplast, chloroplast,
cytosolic ribosome,

AT5G25980 TGG2 (myrosinase 2) hydrolase activity, . .
) ) - process, response to abscisic peroxisome,
thioglucosidase activity A
acid stimulus plasmodesma, vacuole
branched-chain-amino-acid glucosinolate biosynthetic
. BCAT4 (Branched-chain transaminase activity, process, response to light
Genes RIEIEH A aminotransferase4) methionine-oxo-acid stimulus, to wounding, toxin BT
communs transaminase activity catabolic process
CATMA- IAA biosynthetic process,
RNAseq AT1G78370 GSTU20 (Glutathione S- enzyme binding, glu.ta?thione mél.tose metalf)olic process,. apoplast, chloroplast,
transferase Tau 20) transferase activity positive regulation of catalytic cytoplasm, nucleus
activity
PEBP hosphatidylethanolamine ositive regulation of
AT5G01300 | (phosphatidylethanolamine phosp y . P g . cytoplasm
- . . binding transcription
-binding protein) family
AT3G15605 / nucleic acid binding / mitochondria
AT4G28050 TET7 (tetraspanin 7) / aging, microtubule nucleation membrane,
plasmodesma
AT3G45851 / / / nucleus
Protein of unknown
2
AT5625840 function (DUF1677), / / nucleus
Pollen Ole e 1 allergen and N .
AT3G16670 . . X / response to oxidative stress extracellular region
extensin family protein
AT2G31141 / / / mitochondria
ATCGO0560 PSI.3L (photosystemAII / DNA-dependent trans.cription, chloroplast
reaction center protein L) photosynthesis
AT3G60318 / / / nucleus
positive regulation of
AT1G64370 topl
/ / flavonoid biosynthetic process cytopiasm
. amino acid binding, aspartate aspartate family amino acid
AT3G02020 AK3 (aspartate kinase 3) R o . . chloroplast
kinase activity biosynthetic process
AT5G18600 Thioredoxin sgperfamlly arsenate rfaducta}s? methylglyoxal catabolic /
protein (glutaredoxin) activity process to D-lactate
. . glucosinolate biosynthetic
1
AT1G16410 CYP79F1 (cytochrome P450 ele.ctron carrier actlAV|.ty, process, oxidation-reduction chlor(.)plast.,
79F1) oxidoreductase activity endoplasmic reticulum
process
RNAseq ATAG03060 AOP2 (alkenyl hydroxalkyl / glucosinolate biosynthetic /
producing 2) process
. . . electron carrier activity, protein anther development, cell
1
AT1G06830 | Glutaredoxin family protein disulfide oxidoreductase activity redox homeostasis cytoplasm
AT1G72600 hydroxyprollr?e—rlch . / / /
glycoprotein family protein
- b ) L I
AT3G15610 T@nsducm/W 440 repe.at nucleotide binding / Ccu .4 RING ubiquitin
like superfamily protein ligase complex,
AT5G62998 / / / /
AT5G42053 / / / /
AT3G12835 / / / /
AT1G18220 ATPUPS (purine purine transmem.brane purine nucleobase transport membrane
permease 9) transporter activity
AT1G53542 / / / mitochondria
AT4G05091 / / / /
AT5G57181 / / / /
AT1G66553 / / / /
AT4G19829 / / / mitochondria
AT4G09840 / / carpel morphogenesis /
AT1G44941 / / / mitochondria
- DNA- -
AT1G17560 HLL, HUELLENLOS structural constituent of NA-dependent transcription, | - o o1act ribosome
ribosome elongation, translation
AT1G28281 / / / extracellular region
AT2G41082 / / / chloroplast
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Annexe 6 : Taux d'enrichissement en termes d'ontologie dans les analyses de RNAseq de l'expérience
Exp2 de protoplastes de CC infectés par le TuYV. Cette recherche a été effectuée sur les résultats de RNAseq
avec un FDR < 10%. Ne sont considérés dans ces tableaux que les enrichissements dans les processus
biologiques. Seule cette expérience a révélée un enrichissment en terme de GO pour les échantillons TuYV
analysés en RNAseq.

Exp2 | Terme de GO Nom Taux d'enrichissement

1 G0:0012502 induction of programmed cell death 109

2 G0:0043068 positive regulation of programmed cell death 109

3 G0:0009772 photosynthetic electron transport in photosystem |l 82

4 G0:0010942 positive regulation of cell death 54,5

5 G0:0009410 response to xenobiotic stimulus 41

6 G0:0009631 cold acclimation 32,8

7 G0:0018298 protein-chromophore linkage 31,28571429
8 G0:0009767 photosynthetic electron transport chain 24,81818182
9 G0:0019760 glucosinolate metabolic process 21

10 G0:0043067 regulation of programmed cell death 20,5

11 G0:0006826 iron ion transport 18,22222222
12 G0:0015979 photosynthesis 14,13793103
13 G0:0051260 protein homooligomerization 12,16666667
14 G0:0022900 electron transport chain 10,58064516
15 G0:0019684 photosynthesis, light reaction 8,806451613
16 G0:0006790 sulfur compound metabolic process 7,092592593
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Annexe 7: Taux d'enrichissement en termes d'ontologie dans les analyses de puces CATMA des trois
expériences de protoplastes de CC infectés par le TuYV. Ne sont considérés dans ces tableaux que les
enrichissements dans les processus biologiques.

Expl Terme de GO Nom Taux d'enrichissement

1 G0:0046685 response to arsenic-containing substance 61,5

2 G0:0001666 response to hypoxia 46,25

3 G0:0048574 long-day photoperiodism, flowering 41

4 G0:0009744 response to sucrose stimulus 16,81818182
5 G0:0010228 vegetative to reproductive phase transition of meristem 11,22727273
6 G0:0042742 defense response to bacterium 10,2962963
7 G0:0008643 carbohydrate transport 8,517241379
8 G0:0009408 response to heat 8,351351351
9 G0:0016052 carbohydrate catabolic process 7,942857143
10 G0:0046686 response to cadmium ion 7,940594059
11 G0:0006007 glucose catabolic process 7,725

12 G0:0019320 hexose catabolic process 7,725

13 G0:0009617 response to bacterium 7,513513514
14 G0:0010038 response to metal ion 7,140495868
15 G0:0006006 glucose metabolic process 6,717391304
16 G0:0019318 hexose metabolic process 6,166666667
17 G0:0015979 photosynthesis 6,06557377
18 G0:0042254 ribosome biogenesis 5,684210526
19 G0:0009266 response to temperature stimulus 5,143939394
20 G0:0006970 response to osmotic stress 5,057377049
21 G0:0044262 cellular carbohydrate metabolic process 4,950617284
22 G0:0009651 response to salt stress 4,920353982
23 G0:0009409 response to cold 4,547368421
24 G0:0019748 secondary metabolic process 4,471014493
25 G0:0051707 response to other organism 4,380645161
26 G0:0009607 response to biotic stimulus 4,25862069
27 G0:0006952 defense response 3,285171103

Exp4 Terme de GO Nom Taux d'enrichissement

1 G0:0009765 photosynthesis, light harvesting 51,11111111
2 G0:0019684 photosynthesis, light reaction 18,5483871
3 G0:0010200 response to chitin 17,69230769
4 G0:0015979 photosynthesis 17,23333333
5 G0:0009743 response to carbohydrate stimulus 13,41666667
6 G0:0009408 response to heat 12,43243243
7 G0:0009611 response to wounding 10,8490566
8 G0:0009723 response to ethylene stimulus 8,734177215
9 G0:0009605 response to external stimulus 6,822033898
10 G0:0009416 response to light stimulus 5,51369863
11 G0:0009314 response to radiation 5,366666667
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12 G0:0009725 response to hormone stimulus 4,788194444
Moyenne | Terme de GO Nom Taux d'enrichissement

1 G0:0019760 glucosinolate metabolic process 82,42857143

2 G0:0051260 protein homooligomerization 60,73684211

Exp3 Terme de GO Nom Taux d'enrichissement

1 G0:0006986 response to unfolded protein 47

2 G0:0034620 cellular response to unfolded protein 47

3 G0:0080028 nitrile biosynthetic process 31

4 G0:0006916 anti-apoptosis 31

5 G0:0009750 response to fructose stimulus 23,5

6 G0:0034976 response to endoplasmic reticulum stress 20,66666667

7 G0:0009644 response to high light intensity 20,2

8 G0:0019760 glucosinolate metabolic process 17

9 G0:0006551 leucine metabolic process 15,5

10 G0:0010286 heat acclimation 15,5

11 G0:0009408 response to heat 14,5

12 G0:0009642 response to light intensity 12,94444444

13 G0:0009269 response to desiccation 12,4

14 G0:0009081 branched chain family amino acid metabolic process 12,11111111

15 G0:0009612 response to mechanical stimulus 11,75

16 G0:0042981 regulation of apoptotic process 11,75

17 G0:0010193 response to ozone 11,14285714

18 G0:0009082 branched chain family amino acid biosynthetic process 10,33333333

19 G0:0006954 inflammatory response 8,857142857

20 G0:0018298 protein-chromophore linkage 7,75

21 G0:0043067 regulation of programmed cell death 7,75

22 G0:0009658 chloroplast organization 7,266666667

23 G0:0009407 toxin catabolic process 7,153846154

24 G0:0031407 oxylipin metabolic process 6,888888889

25 G0:0009636 response to toxin 6,5

26 G0:0009611 response to wounding 6,346938776

27 G0:0051260 protein homooligomerization 6,055555556

28 G0:0009063 cellular amino acid catabolic process 6

29 G0:0009741 response to brassinosteroid stimulus 6

30 G0:0006972 hyperosmotic response 5,571428571

31 G0:0042542 response to hydrogen peroxide 5,5

32 G0:0006979 response to oxidative stress 5,178571429

33 G0:0006779 porphyrin-containing compound biosynthetic process 5,166666667

34 G0:0000302 response to reactive oxygen species 4,926829268

35 G0:0006790 sulfur compound metabolic process 4,788461538

36 G0:0009657 plastid organization 4,769230769

37 G0:0033014 tetrapyrrole biosynthetic process 4,65

38 G0:0009620 response to fungus 4,621621622

39 G0:0009266 response to temperature stimulus 4,6
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40 G0:0015979 photosynthesis 4,551724138
41 G0:0015992 proton transport 4,457142857
42 G0:0022900 electron transport chain 4,327868852
43 G0:0009607 response to biotic stimulus 4,21686747
44 G0:0008652 cellular amino acid biosynthetic process 4,160714286
45 G0:0051707 response to other organism 4,101351351
46 G0:0009753 response to jasmonic acid stimulus 4,065217391
47 G0:0006164 purine nucleotide biosynthetic process 4,037037037
48 G0:0008380 RNA splicing 4

49 G0:0009605 response to external stimulus 3,991150442
50 G0:0006163 purine nucleotide metabolic process 3,963636364
51 G0:0009259 ribonucleotide metabolic process 3,963636364
52 G0:0009651 response to salt stress 3,853211009
53 G0:0006970 response to osmotic stress 3,822033898
54 G0:0042742 defense response to bacterium 3,740740741
55 G0:0009117 nucleotide metabolic process 3,658823529
56 G0:0009165 nucleotide biosynthetic process 3,640625
57 G0:0010200 response to chitin 3,58974359
58 G0:0045454 cell redox homeostasis 3,545454545
59 G0:0009414 response to water deprivation 3,489795918
60 G0:0006520 cellular amino acid metabolic process 3,42519685
61 G0:0009617 response to bacterium 3,410958904
62 G0:0016052 carbohydrate catabolic process 3,328571429
63 G0:0009415 response to water 3,288461538
64 G0:0009308 amine metabolic process 3,245398773
65 G0:0009743 response to carbohydrate stimulus 3,116666667
66 G0:0046686 response to cadmium ion 3,079207921
67 G0:0019725 cellular homeostasis 3,070422535
68 G0:0009416 response to light stimulus 2,957746479
69 G0:0006952 defense response 2,91796875
70 G0:0019748 secondary metabolic process 2,881481481
71 G0:0009314 response to radiation 2,876712329
72 G0:0010038 response to metal ion 2,826446281
73 G0:0044262 cellular carbohydrate metabolic process 2,81875
74 G0:0006457 protein folding 2,773809524
75 G0:0019752 carboxylic acid metabolic process 2,703557312
76 G0:0006955 immune response 2,666666667
77 G0:0006519 cellular amino acid metabolic process 2,60591133
78 G0:0009723 response to ethylene stimulus 2,58974359
79 G0:0009755 hormone-mediated signaling pathway 2,352517986
80 G0:0006812 cation transport 2,023668639
81 G0:0006811 ion transport 1,961165049
82 G0:0009725 response to hormone stimulus 1,84965035

293



Annexes

Annexe 8: Dérégulations de I'expression de génes dans nos analyses, observées griace une
méthode biostatistique différente. (Dr G. Thébaud, BGPI Montpellier).

GO Fonction

GO Processus

GO composant

CATMA Geénes Description moléculaire biologique cellulaire p-value
protease inhibitor/seed
Induction | AT3G22600 | Storage/lipid transfer lipid bindin lipid transport anchored to 0.001124454
protein (LTP) family P g P P membrane ’
protein
1(5- - —
ATAGO4610 APR1 (5'-adenylylsulfate adenylyl sulf.at.e sulfate a55|mlla.t|on, chloroplast 0.0007099099
reductase 1) reductase activity sulfate reduction
ATCGo0790 | RPLLE (ribosomal protein | - structural constituent translation chloroplast 0.0008435082
L16) of ribosome
L
AT3Ga9570 | SU3(responsetolow / / / 00010247488
sulfur 3)
AT5G24660 LSU2 (response to low / regulation of defense / 0.0018364046
sulfur 2) response
ATsG24655 | LSU4(response tolow / / / 00025549994
sulfur 4)
Répression | ATCG00300 YCF9 / photosynthesis chloroplast 0.0042549428
B
ATCG00280 PS .C Photosystem.ll electron transporter photosynthesis chloroplast 0.0068607754
reaction center protein C
adenylyl-sulfate oxidation-reduction
reductase and process, sulfate
2 (5'-
AT1G62180 APR2 (5'-adenylylsulfate phosphoadenylyl- assimilation, chloroplast 0.0158589217
reductase 2)
sulfate reductase phosphoadenylyl
(thioredoxin) activity sulfate reduction
ATCG00330 RPS14 structural constituent translation chloroplast 0.0275187042
of ribosome
AT2E05040 / / / / 0.0381846685
RNAseq Génes Description 6o F,OHCU.O " GO. Proc.essus 6o comp?sant p-value
moléculaire biologique cellulaire
AT1G51890 / protein kinase activity protein 0.02163676
Inducti phosphorylation
nauction 1™ 75643640 / 0.02601709
AT3G61650 / 0.04749907
RNAseq Génes Description 6o F,OHCU.O " GO. Proc.essus 6o comp?sant p-value
moléculaire biologique cellulaire
CUL4-RING
) D )
AT3G15610 Tr.ansducm/W _40 repe.at nucleotide binding / ubiquitin ligase <0.0007
. like superfamily protein
Induction complex
AT3G59670 / / / / 0.1698333
AT4G40010 / / / / 0.2004452
Répression | AT3G15605 / nucleic acid binding / mitochondria 0.0006471654
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’ Contribution a I’étude du mouvement
> 4 systémique de deux phytovirus : analyse
comparative du transcriptome de cellules

compagnes infectées et saines

Sophie CHAPUIS

Les phytovirus empruntent les vaisseaux du phloéme pour envahir leur plante hote de maniére
systémique. Ce mouvement étant trés mal connu, I'objectif de cette étude était d’identifier par
une approche transcriptomique, des génes spécifiquement dérégulés dans les cellules
compagnes (CC) suite a l'infection virale par un Polerovirus, le Turnip yellows virus (TuYV)
ou par un Potyvirus, le Lettuce mosaic virus (LMV). Pour ce faire, des protoplastes de CC
ont été prépareés et triés par la technologie de FACS. Les ARN extraits ont ensuite été traités
par RNAseq et hybridation sur puces CATMA. Malgré d’importantes variations entre les
expériences, nous avons identifié des processus biologiques communs affectés par les
infections virales : la voie d’assimilation du soufre et le mécanisme de résistance systémique
acquise (SAR) pour le LMV, et la voie de biosynthése des glucosinolates pour le TuYV. Pour
compléter cette étude, une banque d’ADNc spécifique des CC a été construite et criblée en
utilisant le domaine C-terminal de la protéine RT du TuYV. Une interaction avec la protéine
CIPK7 a été détectée et le role potentiel de cette interaction dans le cycle viral a été étudié in

planta.

Phytoviruses invade systemically their host plant through the phloem. As this viral step remains
poorly understood, the aim of this work was to identify, using a transcriptomic approach, genes
specifically deregulated in companion cell (CC) during infection with the Polerovirus Turnip
yellows virus (TuYV) and the Potyvirus Lettuce mosaic virus (LMV). CC protoplasts were
prepared and sorted by FACS technology. Extracted RNA were further analyzed by RNAseq and
CATMA microarrays. Although considerable variations between the experiments were observed,
we were able to identify common biological processes affected by viral infections: sulfate
assimilation and systemic acquired resistance (SAR) mechanism for LMV and glucosinolate
biosynthesis for TuYV. To complete this study on systemic viral movement, a CC-specific cDNA
library was constructed and screened using the TuYV RT C-terminal domain as a bait. An
interaction with the AtCIPK7 protein was retrieved, a protein kinase interacting with calcineurin B-
like proteins. The potential role of this interaction in the viral cycle in planta was further

investigated in planta.



