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Réponse d’Arabidopsis thaliana au Cauliflower mosaic virus en condition de déficit hydrique :
phénotypage a haut débit de la croissance, étude des stratégies écologiques des plantes, des
traits viraux et de leurs relations

Les plantes sont des organismes sessiles qui doivent répondre et s’adapter a de multiples
contraintes abiotiques et biotiques. La production agricole et le fonctionnement des écosystémes
sont fréquemment contraints par des épisodes de sécheresse dont la fréquence et la durée devraient
augmenter sous l'influence des changements climatiques. L’étude des interactions entre les plantes,
leurs corteéges de pathogeénes, de vecteurs et l'environnement abiotique sont encore trop peu
intégrées aux problématiques de limitation en eau. Afin d’améliorer la compréhension des
interactions entre les plantes et les virus en condition de déficit hydrique, nous avons évalué les
effets du Cauliflower mosaic virus (CaMV) sur la croissance de nombreux génotypes d’A4. thaliana
cultivés dans un automate de phénotypage ainsi que 1’effet du déficit hydrique sur les traits viraux
du CaMV et sur leurs relations. Ce travail a permis i) de caractériser la croissance et la performance
d’A. thaliana en réponse a I’infection par le CaMV en condition de déficit hydrique en exploitant
la diversité naturelle ii) de mettre en relation des traits importants liés a la stratégie fonctionnelle
des génotypes avec la tolérance aux stress iii) de montrer que le déficit hydrique peut modifier des
traits importants liés au cycle de vie du CaMV comme la transmission ou I’accumulation intra-hote
iv) d’étudier les relations entre les traits viraux sur la diversité naturelle des génotypes d’A. thaliana
en condition optimale d’irrigation ou de déficit hydrique. Cette étude a mis en évidence
I’importance de comprendre I’impact de 1’environnement sur la pathogénicité d’un virus et sur sa
persistance au sein d’un écosystéme. La multidisciplinarité des approches constitue la richesse de
ce travail de theése qui contribue a une meilleure caractérisation et compréhension de la réponse des
plantes lors d’une infection virale et d’un déficit hydrique.

Mots clés : A. thaliana — Cauliflower mosaic virus — Déficit hydrique — Traits viraux — Phénotypage
haut-débit — Stratégies écologiques

Response of A. thaliana to Cauliflower mosaic virus under water deficit: high throughput
phenotyping of plant growth, study of plant ecological strategies, viral traits and their
relationships

Agricultural production and ecosystem functioning are frequently constrained by drought
and the frequency and duration drought periods should increase under the influence of climate
change. Water limitation has been insufficiently integrated into the study of the interactions between
plants and their pathogens, vectors and the abiotic environment. In order to improve the
understanding of interactions between plants and viruses under water deficit, we evaluated the
effects of the Cauliflower mosaic virus (CaMV) on growth and performance of several 4. thaliana
genotypes grown in a phenotyping automaton as well as the effect of water deficit on CaMV viral
traits and their relationship. This work allowed i) to characterize the response of growth and
performance of A. thaliana to CaMV under water deficit by exploiting the natural diversity, ii) to
relate important traits related to plant functional strategies with stress tolerance iii) to show that
water deficit can modify important traits related to CaMV such as transmission or intra-host
accumulation iv) to study the relationships between viral traits on the natural diversity of 4. thaliana
genotypes in optimal irrigation condition or water deficit. This study has therefore highlighted the
importance of understanding the impact of the environment on virus pathogenicity and virus
persistence within ecosystems. The multidisciplinary approach contributed to a better
characterization and understanding of plant-virus interaction and water deficit.

Keywords: A. thaliana — Cauliflower mosaic virus — Water deficit —Viral traits — High-throughput
phenotyping — Ecological strategies
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L’agriculture doit répondre a un grand nombre de défis afin de résoudre les différentes
problématiques actuelles et a venir. Face a une population humaine toujours en croissance
exponentielle, la sécurité alimentaire est un défi que nous devons relever tout en veillant a
limiter 1’'impact des pratiques agricoles sur l’environnement (Bommarco et al., 2013;
Tscharntke et al., 2012). En 2050, nous serons environ 9 milliards d’individus alors que les
ressources naturelles de la planéte s’épuisent et que les changements climatiques s’accentuent
(Food and Agriculture Organisation (FAQO) of the United Nations, 2018). Il va falloir produire
plus mais surtout produire mieux tout en intégrant ces nouvelles contraintes. Les plantes sont
soumises a des stress multiples qui peuvent avoir un impact important sur les rendements. Outre
des environnements ou la pluviométrie, la température, la teneur en CO> sont fluctuants, la
pression tres forte des agents pathogenes (herbivores, champignons, virus, bactéries) affecte la
survie, la croissance et la production des végétaux. Les plantes sont des organismes sessiles qui
ne peuvent se défendre qu’en mettant en place des mécanismes efficaces face a leur
environnement biotique ou abiotique. Il est donc nécessaire d’étudier les réponses des plantes

face a leur environnement notamment dans le contexte de changement climatique.

La réduction de ’utilisation de 1’eau est un des enjeux majeurs de demain, notamment dans les
régions qui présentent une plus grande sécheresse a cause du déréglement climatique (Godfray
et al., 2010; Tester and Langridge, 2010). Les longues périodes de sécheresse, qui sont en nette
hausse ces dernieres années, sont considérées comme 1’une des principales contraintes qui
impacte la croissance des plantes et la productivité agricole dans le monde. Les changements
climatiques ont également un impact important sur I’aire de répartition des agents pathogenes
des plantes (notamment par la migration des vecteurs de ces pathogeénes) ce qui conduit a
I’émergence de nouvelles maladies dans des régions ou elles €taient jusqu’a présent absentes
(Jones, 2009). De plus, I’environnement abiotique interagit fortement avec les traits importants

associés aux pathogenes (virulence, transmission).

Parmi I’ensemble des agents pathogénes des plantes, les virus sont responsables de la majorité
des maladies infectieuses (47%, contre respectivement 30% et 16% di aux bactéries et aux
champignons) avec des pertes significatives de productivité pouvant atteindre 30 milliards de
dollars par an (Anderson et al., 2004). Le controle des maladies virales repose sur 1’observation
et un diagnostic des plants infectés, la prévention (désherbage des parcelles pour réduire les
sources d’inoculum, utilisation de semences traitées, destruction rapide des plantes infectées)

mais passe majoritairement par la lutte contre les insectes vecteurs a I’aide de pesticides
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(Gonsalves and Garnsey, 1989; Jones, 2006). Cependant, 1’agriculture de demain doit répondre
a des objectifs qui ne sont plus en adéquation avec ’utilisation de pesticides chimiques néfastes
a la fois pour la biodiversité et pour la sant¢ humaine (Kim et al., 2017; Mahmood et al., 2016).
L’agriculteur doit alors nécessairement avoir des clés en main pour pallier a ses problémes et
améliorer ses chances de produire suffisamment tout en intégrant les connaissances déja
acquises. Ces clés peuvent étre de différents ordres, comme par exemple comprendre les
interactions qui peuvent exister au sein d’un €cosysteme entre I’environnement, les pathogenes,
les insectes vecteurs et les plantes hdtes ou bien intégrer que les réponses observées peuvent
étre tres contrastées au sein d’un ensemble d’accessions ou de souches virales et utiliser cette

diversité pour pallier a ces problemes.

C’est pour cela que la recherche actuelle doit absolument comprendre les interactions
complexes existant entre les différents acteurs impactant les plantes (virus, environnement et
insecte vecteur). En effet, peu de données sont disponibles sur I’impact de I’environnement sur
les virus et sur un nombre conséquent de diversité végétale méme si depuis quelques années, la
recherche semble prendre le chemin de ce type d’étude. On retrouve beaucoup de données sur
I’impact de 1’environnement sur les vecteurs (Nancarrow et al., 2014; Penalver-Cruz et al.,

2019) mais tres peu sur les traits liés au virus par exemple.

C’est dans ce contexte général que s’insere ce travail de these qui a pour objectif de caractériser
la réponse d’un ensemble de génotypes sauvages de 1’espece végétale Arabidopsis thaliana a
I’infection par la souche virale BJ-I du Cauliflower mosaic virus (CaMV) en condition de
déficit hydrique. Ces génotypes qui proviennent d’Espagne ont été sélectionnés sur la base de
leur localisation géographique qui suit un gradient latitudinal nord-sud avec de forts contrastes
de pluviométrie (Alonso-Blanco et al., 2016). Les réponses ¢tudiées dans cette these sont a la
fois associées aux plantes (morphologie, physiologie, performance) mais aussi aux traits viraux
(virulence, accumulation virale intra-hote et transmission par vecteur) et sur les relations entre
ces différents traits. Les expérimentations ont ét¢ mises en place en conditions contrdlées au

sein de la plateforme de phénotypage a haut débit PHENOPSIS.

La premicre partie de ce manuscrit fait une synthése bibliographique divisée en quatre parties :
a) la réponse des plantes face a I’environnement abiotique et plus particulierement face au
déficit hydrique, b) la réponse des plantes aux pathogenes et de fagon plus détaillée sur les

interactions plantes / virus, c¢) les interactions plantes / pathogénes en conditions de stress



combings, et d) le couple modele de I’étude : Arabidopsis thaliana et Cauliflower mosaic virus.
L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette thése ont ¢té organisé€s en trois chapitres

correspondant a trois articles publiés ou en cours de publication (Figure 1).



jectifs:
« Etudier 'effet de la combinaison du WD et de I'infection par le CaMV sur la croissance des plantes
« Etudier 'effet du WD sur les traits viraux
« Etudier les relations entre les traits viraux en condition optimale d'irrigation et en WD
« Comprendre I'importance des traits fonctionnels de la plante dans la transmission ou accumulation virale
+ Relier la tolérance de la plante au CaMV et au WD a des traits et stratégies écologiques inhérentes de la plante

Chapitre 1 : Chapitre 2 : .
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Figure 1 : Récapitulatif des différents chapitres et objectifs incluant les traits mesurés et publications.
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1- Adaptation des plantes a leur environnement

Les plantes au sein de leur environnement mettent en place des stratégies qui peuvent
étre décrites comme un compromis entre 1’acquisition et la conservation des ressources (Grime,
1977). A la fin des années 1970, Grime introduit la théorie C-S-R (aussi connue sous le nom de
Triangle de Grime), qui classe les plantes en fonction de leur capacité a croitre sous différents
niveaux de stress, de perturbation et de compétition (Grime, 1977; Wood and Franks, 2018).
Dans un contexte écologique, le stress est considéré comme un facteur environnemental
(sécheresse modérée, manque de nutriments ou de lumiere, présence de composés toxiques) ou
une combinaison de facteurs qui va réduire la croissance ou la reproduction des plantes ainsi
que I’acquisition des ressources (Grime, 1977; Wilson et al., 1999). Les perturbations sont
considérées comme des facteurs responsables de la destruction partielle ou totale de la biomasse
végétale (i.e. le paturage, la tonte, I’herbivorie, les pathogénes) ainsi que des phénomenes
climatiques extrémes comme un déficit hydrique sévere, le gel ou les glissements de terrain
(Grime, 1977; Grime and Hunt, 1975). Le fait qu’il existe un panel d’intensité de stress ou de
perturbations conduit a un ensemble de stratégies qui vont différer via les traits fonctionnels de
la plante (Pierce et al., 2013). Ces différentes stratégies peuvent étre prédites par la théorie du
triangle CSR de Grime (Grime et al., 1997; Pierce et al., 2013). Selon Grime, les plantes
développent des stratégies basées sur des compromis dans I'allocation des ressources, qui sont
allouées préférentiellement a la croissance, a la reproduction ou au maintien des organes

existants.

Selon la combinaison de niveaux de stress et de perturbations, Grime a défini trois
stratégies €écologiques chez les plantes : une stratégie compétitive (C), une stratégie de tolérance
aux stress (S) et une stratégie rudérale (R) (Grime, 1977). La théorie du triangle des stratégies
C-S-R considére qu'il n'existe pas de stratégie viable pour les plantes dans les environnements
trés perturbés et trés stressants (Grime, 1977; Pierce et al., 2017). Les plantes tolérantes aux
stress (S) sont présentes dans des environnements stressants et peu perturbés. Elles allouent
préférentiellement leurs ressources a la maintenance de leurs organes et aux mécanismes de
défense, par exemple contre I'herbivorie (€pines, toxines...). Elles ont une faible plasticité
phénotypique en réponse aux variations de la disponibilité en ressources, un faible taux de

croissance relative et de bonnes capacités a conserver les ressources, caractérisées par un faible
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renouvellement des organes, par exemple des feuilles persistantes a longue durée de vie, et une
durée de vie longue. Elles allouent une faible proportion de leur biomasse a la reproduction et
produisent un petit nombre de grosses graines. Les plantes dites rudérales (R) sont présentes
dans des environnements ou les ressources sont importantes (bonne fertilisation et disponibilité
en eau) mais ou les perturbations sont fréquentes (i.e. le labour, la tonte). Elles ont des durées
de vie courtes (souvent annuelles ou bisannuelles), une petite taille, un taux de croissance
relative important et une allocation trés importante de la biomasse a la reproduction. Enfin, les
plantes compétitives (C) sont présentes dans des habitats riches en nutriments et soumis a une
faible intensité de stress ou de perturbations (Pierce et al., 2013). La stratégie compétitive se
caractérise par des espéces présentant de forts taux de croissance relative, une faible production
de graines et une forte allocation de biomasse a la construction de nouvelles feuilles. Elles se
caractérisent également par la capacité a mettre en place rapidement de nouveaux organes
d'acquisition de ressources (feuilles, racines fines) lorsque de nouvelles ressources deviennent

disponibles (Figure 2).

Chaque stratégie est caractérisée par des compromis concernant l'allocation des
ressources entre la croissance (tiges, feuilles, racines), la reproduction (graines principalement)
et a la maintenance des organes déja en place. Les plantes tolérantes au stress (S) comme les
rudérales (R) ont des petites feuilles mais dans le premier cas, la stratégie S est de conserver les
ressources au sein de la feuille alors que dans I'autre cas, la stratégie R est d’acquérir au
maximum les ressources et de les utiliser pour se reproduire rapidement et de coloniser son
environnement. Par conséquent, I’axe S — R est traditionnellement considéré comme un axe de
variation de I’utilisation des ressources au niveau de la feuille (Diaz et al., 2016; Pierce et al.,
2013). Les plantes acquisitrices ont des taux de croissance relative élevés, des teneurs en
nutriments ¢levées, une surface spécifique foliaire (SLA) importante liée a un taux de
photosynthese ¢€levé, des caractéristiques qui leur permettent d'acquérir rapidement les
ressources et d'avoir un rapide retour sur l'investissement dans les organes d'acquisition des
ressources (Diaz et al., 2016; Reich, 2014). En revanche elles ont des feuilles a durée de vie
courte, une respiration intense et une forte conductance hydraulique, ce qui les empéchent de
conserver les ressources d'une maniere performante. Les plantes conservatrices ont des
caractéristiques inverses, dont une forte teneur en maticére seche et en lignine, qui leur
permettent de conserver efficacement les ressources mais ne leur permettent pas d'acquérir

rapidement les ressources, elles ont donc un retour sur investissement faible (Diaz et al., 2016;



Reich, 2014). Les plantes compétitives vont investir leurs ressources dans une croissance rapide

pour former de grands organes et supplanter leurs voisines afin d’étre le plus compétitif possible

mais en investissant peu de ressources pour la production de graines (Diaz et al., 2016; Reich,

2014). La variation le long de 1’axe C refléte la variation de la taille de la plante et de I’organe,

et serait utile 1a ou les effets du stress et des perturbations sont faibles (Hodgson et al., 1999;

May et al., 2017; Pierce et al., 2013) (Figure 2).

Ces différentes stratégies peuvent €tre estimées via des traits foliaires simple a mesurer :

la surface foliaire de la feuille (LA); la surface foliaire spécifique (SLA) ou la masse foliaire

par unité de surface (LMA) et la teneur en matiere seche des feuilles (LDMC) (Pierce et al.,
2013, 2017; Wilson et al., 1999). Le SLA ou le LMA sont des traits qui traduisent la taille et
I’épaisseur d’une feuille. Un SLA faible ou un LMA ¢levé (LMA = 1/SLA) traduit une

morphologie des feuilles denses ou épaisses mais qui sont relativement petite et inversement.

lEtre&s
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Figure 2: Représentation
schématique de la théorie
CSR (d’aprées Wood and
Franks, 2018) — Les stratégies
compétitive, tolérante au stress
et rudérale ainsi que leurs
caractéristiques fonctionnelles
associées forment un triangle
de compromis entre les
ressources. L’avantage sélectif
de chaque stratégie de vie et
par conséquent la quantité¢ de
ressources qui lui est allouée
est régi par les niveaux de
stress et perturbations. Les
images  représentent  des
communautés végétales
typiques de communautés
dominées par C, S ou R.

Arabidopsis thaliana est souvent décrite comme une espece rudérale, comme la plupart

des plantes annuelles, poussant ou les ressources sont importantes (peu de stress) mais avec des

perturbations répétées, se reproduisant rapidement et investissant leurs ressources dans la



production et la dispersion de graines (Diaz et al., 2016; Pierce et al., 2017; Vasseur et al.,
2018). Cependant, cette espece peut présenter une large gamme de variation de la stratégie
rudérale a la stratégie de tolérance aux stress en fonction du génotype considéré (May et al.,
2017; Vasseur et al., 2018). De maniére intéressante, les génotypes ayant une stratégie rudérale
se trouvent essentiellement dans des climats chauds et tempérés alors que les plantes tolérantes
aux stress semblent étre favorisées dans les environnements froids a des latitudes plus ¢levées
(Vasseur et al., 2018). Ces résultats semblent cependant dépendre de la manicre de déterminer
le CSR (i.e. techniques et mesures des traits utilisées, stade phénologique), mais aussi de la
plasticité phénotypique des plantes aux conditions de croissance (i.e. lumiere, photopériode)
qui peut impacter significativement la valeur des traits et donc la détermination quantitative des

stratégies écologiques des plantes (Guo et al., 2018; May et al., 2017; Vasseur et al., 2018).

2- Stratégie de réponse face a un déficit hydrique

La baisse de disponibilité en eau dans le sol, ou déficit hydrique édaphique (WD), est
I’une des principales contraintes qui impacte la croissance des plantes et le rendement des
cultures dans le monde (Bray, 1997; Farooq et al., 2009; Kozlowski, 1968). De maniere
générale, le WD est défini comme un déséquilibre entre la quantité d’eau disponible dans le sol

et I’évaporation due a I’environnement (Du et al., 2013; Tardieu et al., 2011).

Les réponses au WD sont décrites a différentes échelles d’organisation : phénologiques,
morphologiques, physiologiques, biochimiques et moléculaires (Chaves et al., 2003).
Cependant, malgré ’observation de tendances générales, les réponses peuvent étre trés
variables en fonction de la durée et la sévérité¢ du WD, du stade de la plante lors de I’occurrence
de la contrainte mais également suivant les génotypes ¢tudiés (Casadebaig et al., 2008; Harb et
al., 2010; Rauf and Sadaqat, 2008; Tardieu, 2013). La plante est confrontée a un compromis
lors d’un WD : maintenir son équilibre hydrique tout en continuant a assurer une croissance

suffisante de I’ensemble de ses organes (racines, parties reproductives) (Hsiao, 1973).

Différentes stratégies végétales ont été fagonnées par la sélection naturelle pour faire
face au WD impliquant des mécanismes qui permettent d’éviter la secheresse (i.e. limiter les
pertes d’eau par la fermeture des stomates ou la réduction de la surface foliaire) ou de la tolérer
(i.e. diminuer la sensibilité des cellules a la déshydratation par osmorégulation, maintien des
fonctions physiologiques et de la croissance) (Chaves et al., 2003; Hsiao, 1973; Mittler, 2006;

Verslues and Juenger, 2011). Cependant, ce n’est pas parce qu’un état hydrique du sol varie de
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son optimum, qu’il est nécessairement considéré comme un stress pour la plante. En effet, un
stress résulte d’une altération de la condition physiologique d’une plante causée par des facteurs

qui tendent a modifier son équilibre (Chaves et al., 2003; Farooq et al., 2009; Jaleel et al., 2009).

Les plantes ont donc mis en place des stratégies face au WD qui peuvent étre divisées
en trois catégories : 1) éviter la déshydratation en prévenant les pertes d’eau excessives ou
« mécanisme d’échappement » ; i1) limiter la déshydratation en ajustant le métabolisme pour
maintenir les flux d’eau ou « évitement de la déshydratation » ; ou ii1) tolérer la déshydratation

(Farooq et al., 2009; Ludlow, 1989; Verslues and Juenger, 2011) (Figure 3).

La stratégie d’échappement correspond a la capacité de la plante a achever son cycle
de vie en ajustant son développement au cours du temps en €vitant ou diminuant I’impact du
WD (Kooyers, 2015; McMaster et al., 2008; Shavrukov et al., 2017). Les végétaux adaptés au
mécanisme d’échappement sont généralement moins tolérants a une déshydratation de leurs
tissus (Chaves et al., 2003; Verslues and Juenger, 2011). Au lieu de cela, ces plantes auront une
régulation métabolique pour induire une croissance et un cycle rapide tout en minimisant les
investissements dans les voies de tolérance au WD qui ont tendance a ralentir la croissance de

la plante lorsque 1’eau n’est pas limitante (Figure 3).

L’évitement de la déshydratation est observé chez les plantes qui réalisent leur
croissance en période de stress mais qui maintiennent un statut hydrique tissulaire compatible
avec un fonctionnement métabolique, retardant et/ou minimisant les effets négatifs induits par
le WD (Verslues et al., 2006). Les pertes en eau peuvent €tre minimisées via une fermeture
stomatique et une réduction de la surface foliaire (arrét de la croissance, enroulement foliaire,
senescence) (Tardieu, 2013). Le développement du systéme racinaire permet d’augmenter

I’absorption de I’eau en prospectant plus en profondeur dans le sol (Levitt, 1980) (Figure 3).

La stratégie de tolérance quant a elle, permet aux plantes de maintenir les fonctions
physiologiques importantes comme la transpiration, la photosynthése et la croissance malgre la
contrainte induite par un WD persistant ou sévere qui induit des potentiels hydriques faibles et
des dommages cellulaires (Tardieu, 2013; Tardieu et al., 2011; Verslues and Juenger, 2011).
La sénescence est retardée ce qui permet la translocation des réserves vers les organes grace au
maintien de la photosynthése. Alors que 1’ajustement osmotique va permettre de maintenir une

teneur en eau suffisante pour réaliser les fonctions physiologiques importantes de la plante. Les
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mécanismes liés a la tolérance a la déshydratation sont étroitement li€és aux mécanismes liés a
la stratégie d’évitement et les processus sont souvent interchangeables mais dans le premier
cas, les plantes doivent faire face a des dommages cellulaires plus forts qui affectent I’intégrité
cellulaire et qui peuvent méme conduire a la mort de la plante (Hoekstra et al., 2001; Lawlor,

2013) (Figure 3).

Ces différentes stratégies ne sont donc pas strictement indépendantes mais sont définies par des

réponses et des traits quantitatifs distincts (Blum, 2005, 2011).

1- Ajustement de traits
permettant de limiter les pertes
en eau

2- Maintien du statut hydrigue pour un
bon fonctionnement métabolique

3- Investissement maximal dans les voies de
protection au stress
Ralentissement de Réduction de la
la croissance transpiration [

Augmentation ratio racine/feuille
Forte activité métabolique
Ajustement osmoticue

1- Ajustement du
développement - grande
plasticité

1- Ajustement de traits
permettant de survivre a la
dessiccation des tissus

2- Investissement maximal dans les voies
de protection des tissus avec une
croissance diminuée

2- Optimisation de la croissance avant
les effets négatifs du WD

3- Investissement maximal dans les voies
pour la croissance / peu d'investissement
dans les voies de protection

Accumulation d'osmolytes, protéines et
métabolites protecteurs

Forte diminution ou Stabilité des
arrét de la croissance membranes

Temps de floraison  Vitesse de croissance
/ germination rosette / feuille

Réallocation ressources
feuilles / fruits
Forte activité métabolique

Forte réduction de I'activité
métabolique

Sénescence

+ Deficit hydrique =

Figure 3: Différentes stratégies d’adaptation au déficit hydrique, allant de la stratégie
d’échappement a la tolérance a une déshydratation sévére (selon Verslues and Juenger,
2011).
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a. Plasticité du développement et de la croissance
Le temps de germination et de floraison

Le cycle de vie des plantes est la succession de plusieurs phases de développement
comme la germination, 1’émergence des diverses feuilles, la montaison, la floraison et la
fructification. La vitesse de développement est régie par la phénologie de la plante et prend
souvent fin au début de la floraison (McMaster et al., 2008). De maniére précoce, les plantes
peuvent mettre en place des mécanismes d’échappement en lien avec la germination (Clerkx et
al., 2004; Verslues & Juenger, 2011). En effet, les plantes peuvent avoir une germination
rapide pour effectuer leur croissance plus tot dans la saison avant une sécheresse de fin de

saison mais aussi adapter leur vitesse de germination (Verslues and Juenger, 2011).

Le temps de floraison est un trait important pour les plantes pour échapper au WD
(Araus et al., 2002; Passioura, 1996). Les plantes peuvent maximiser leur chance de se
reproduire en réalisant leur cycle reproducteur plus rapidement pour limiter I’effet du WD
(Chaves et al., 2003). En réponse au WD, chez plusieurs accessions d’A. thaliana (Col-0, Cvi-
0), le WD conduit a une floraison plus rapide et permet a la plante de produire des graines
(Assmann, 2013). 4 contrario, de maniere inhérente, les génotypes qui fleurissent précocement
ont des plus faibles efficacité d'utilisation de I'eau et vont €tre plus sensibles au WD (Kenney
et al., 2014; Mckay et al., 2003). A. thaliana utilise principalement la stratégie intermédiaire
visant a éviter un faible potentiel hydrique / déshydratation et a permettre un certain degré de
sécheresse en s’échappant par une floraison précoce. Cependant, cette espece n’est pas adaptée

pour tolérer la déshydratation sévere (Verslues and Juenger, 2011).
Ralentissement ou arrét de la croissance

C’est au niveau foliaire que les premiers effets du WD sont visibles chez les végétaux
(Chaves et al., 2002; Davies and Zhang, 1991). Face a WD, une des réponses importantes des
plantes repose sur la réduction de leur surface foliaire et 1’ajustement de leur croissance voire
méme D’arrét (Hsiao, 1973). Cette réduction s'opeére a travers la diminution de la taille des
feuilles, de leur nombre (arrét de croissance et senescence) et de leur enroulement (Fang and
Xiong, 2015). Par conséquent, la surface d’échange plante-atmospheére se retrouve réduite et
les pertes en eau sont ainsi limitées (Tardieu et al., 2011). Chez 4. thaliana, la croissance est

fortement réduite au cours du dessechement du sol et la taille inhérente de différentes accessions
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d’A. thaliana est corrélée négativement a la tolérance a la sécheresse (Vile et al., 2012),
autrement dit, une plante qui est petite sera plus tolérante a un stress environnemental. Chez le
lupin (Lupinus albus L.), un WD induit une diminution de la biomasse accumulée dans les tiges,
de la surface foliaire et la stabilit¢ de la biomasse allouées aux fruits (Rodrigues et al., 1995).
Cet arrét de croissance est en lien avec des modifications de I’extensibilité de la paroi cellulaire
qui devient plus rigide mais ce phénomene est réversible lorsque les conditions deviennent de
nouveau favorables (Ingram and Bartels, 1996; Peleman et al., 1989). La réduction de surface
foliaire a pour conséquences directes la diminution de la biomasse et du rendement qui en

découlent (Hsiao, 1973).
Augmentation du rapport de biomasse racine / feuille

Une réponse morphologique courante est I'augmentation relative de la biomasse racinaire
par rapport a la biomasse aérienne (couramment utilisée sous le terme du ratio Root/Shoot)
(Blum, 2011; Brunner et al., 2015; Pandey and Shukla, 2015). La partie racinaire est souvent
moins impactée par le WD que la partie aérienne (Sharp et al., 2004). En effet, chez le lupin,
en condition de WD, la longueur racinaire par unit¢ de sol reste identique ou augmente
(Rodrigues et al., 1995). L’augmentation du ratio racine / feuille conduit au prélévement accru
d’eau dans le sol grace a une augmentation de la prospection des racines dans le sol (Blum,
2011; Jackson et al., 2000; Passioura, 1996). De plus, la modification des traits liés aux racines
(i.e. la longueur, la densité ou la profondeur) en réponse au WD va contribuer a une meilleure
tolérance et une meilleure production des plantes en augmentant les chances de trouver ou
prélever de I’eau dans le sol (Farooq et al., 2009; Turner et al., 2001). Cette stratégie associée
a différents traits adaptatifs est commune aux plantes annuelles et pérennes (Chaves et al.,
2003). La plasticité du développement et de la croissance des racines en réponse au WD exige
un compromis entre la conservation des ressources métaboliques et 1’exploration du sol

(Christmann et al., 2007; Passioura, 1996).
b. La sénescence, mecanisme de réallocation des ressources

Lors d’un WD prolonggé, il y a une forte diminution des capacités photosynthétiques et donc
une carence en carbone via la fermeture stomatique, ce qui conduit a la nécrose des tissus
(McDowell, 2011). Les plantes peuvent pallier en partie a cette carence par une senescence

prématurée des feuilles agées qui permet de réallouer les nutriments stockés dans les feuilles
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les plus agées vers les jeunes feuilles (Chaves et al., 2003; Prochazkova and Wilhelmova,
2007). De plus, la senescence des feuilles peut permettre de réduire la surface d’échange totale
de la plante et par conséquent de limiter les pertes en eau (Chaves et al., 2003). Enfin,
I’hétérogénéité photosynthétique des plantes est un €élément important pour leur survie dans le
cadre d’un WD sévere (Bresson et al., 2015). En effet, la survie peut étre améliorée par le fait
que la plante va mettre un place un gradient photosynthétique (Fv / Fm) de plus en plus fort en
partant des feuilles les plus vieilles au plus jeunes (Bresson et al., 2015). Le gradient Fv / Fm
correspond a I’efficacité maximale du photosystéme II qui est classiquement utilisé pour suivre

les changements dans les performances de la photosynthése (Bresson et al., 2015).
c. L’ajustement osmotique

Lorsque les plantes subissent un WD, il y a un déséquilibre dans la chaine de réaction
photosynthétique (Cakmak, 2005; Chaves et al., 2002). Il en résulte une accumulation des
especes réactives de I’oxygene (ROS : Reactive Oxygen Species) au sein de la plante entrainant
des détériorations tissulaires (nécroses, senescence prématurée) compromettant le
fonctionnement cellulaire (Hasegawa et al., 2000; Schieber and Chandel, 2014; Sharma et al.,
2012). Les plantes ont mis en place des mécanismes qui permettent de réduire ces dommages
oxydatifs grace a I’action combinée d’osmo-protecteurs tels que la cystéine, le glutathion et
I’acide ascorbique, mais aussi par 1’activité de diverses enzymes (i.e. superoxide dismutases,
peroxydases ou la glutathion réductase) qui vont participer a la détoxification des ROS
(Djilianov et al., 2005; Hasegawa et al., 2000). Ces osmo-protecteurs vont aussi participer au
maintien de la stabilité des membranes [12](Djilianov et al., 2005). En effet, lors d’un WD, les
membranes cellulaires cytoplasmiques sont les premieres cibles des processus de dégradation
et le contenu lipidique diminue progressivement (De Paula et al., 1990). De plus, chez A.
thaliana le maintien de la teneur en lipides membranaires et la stabilité de leur composition
confére une meilleure résistance des membranes face au WD, grace en autre a des solutés

comme la proline, le glutamate ou le mannitol (Gigon et al., 2004; Hoekstra et al., 2001).

Enfin, ’accumulation d’osmolytes (tel que ions, sucres ou acides aminés) va permettre de
maintenir le statut hydrique des plantes et retarder la déshydratation des tissus lors d’'un WD
(Tester and Bacic, 2005). La diminution du potentiel osmotique par I’accumulation d’osmolytes
permet d’attirer de 1’eau a I’intérieur des cellules et de conserver une bonne turgescence

cellulaire entrainant une déshydratation moindre et limitant 1’effet du WD sur les tissus (Ashraf
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et al., 2011; Serraj and Sinclair, 2002). Une turgescence cellulaire améliorée contribue a
I’augmentation des performances des plantes et au maintien des processus physiologiques tels
que I’ouverture stomatique, 1’expansion foliaire et la photosynthese (Serraj and Sinclair, 2002;
Subbarao et al., 2000). L'effet de l'ajustement osmotique dans l'adaptation au WD a été
démontrée chez différentes especes comme le riz (Oryza sativa L.) et certains arbres forestiers

(Al-Bahrany, 2002; Lilley et al., 1996; Tschaplinski et al., 1995).
d. La conductance stomatique

Les plantes doivent faire face a un compromis lors d’un WD : réduire les pertes en eau tout
en optimisant leur alimentation carbonée via la régulation stomatique (gs). La conductance
stomatique (gs) est un trait important qui permet de réduire les pertes en eau des tissus par la
transpiration, et de maintenir un potentiel hydrique foliaire (Ww) suffisant pour favoriser la
croissance lors d’'un WD (Hsiao, 1973; Levitt, 1980). La conductance stomatique est
intimement reliée au mouvement stomatique car une diminution de la conductance traduit une
fermeture stomatique, et réciproquement (Chaves et al., 2003; Verslues and Juenger, 2011). 11
s'agit d'une des premicres réponses au WD, essentielle a la limitation des pertes en eau (Damour
et al., 2010).

Les stomates jouent un rdle central pour controler le taux de transpiration et la
photosyntheése en permettant une régulation fine des échanges de CO» et de vapeur d’eau
(Buckley, 2005; Buckley et al., 2011; Farquhar and Sharkey, 1982). La fermeture des stomates
en réponse au WD est souvent considérée comme une réponse « positive » permettant de perdre
moins d’eau et donc de réaliser une économie d’énergie pour la plante. En réalité, ce mécanisme
induit une diminution de la photosynthese et un ralentissement de la croissance foliaire qui ont
eux-mémes un effet négatif sur I’assimilation du carbone (Chaves et al., 2003; Hsiao, 1973).
L’ouverture et la fermeture stomatique résultent d’une différence de turgescence entre les
cellules de garde et les cellules annexes et épidermiques (Bansal et al., 2019; Bartels and
Sunkar, 2005; Farooq et al., 2009).

Ce controle stomatique peut étre induit soit par un signal hormonal de I’acide abscissique
(ABA), soit par un controle hydraulique passif 1i¢ a la turgescence cellulaire (Christmann et al.,
2007; Levitt, 1980; Tardieu and Davies, 1993; Tardieu et al., 1992). Les différences de controle
stomatique caractérisent la classification des especes isohydriques (mais, peuplier, vigne) et
anisohydriques (tournesol, bl¢) (Martinez-Vilalta and Garcia-Forner, 2017; Tardieu and

Simonneau, 1998). Les plantes isohydriques régulent strictement leur transpiration, assurant
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ainsi le maintien de leur potentiel hydrique foliaire a un niveau constant quelles que soient la
demande évaporative ou la disponibilité en eau du sol. Les especes anisohydriques sont définies
par un moindre controle stomatique de leur transpiration, impliquant alors de larges variations
de leur potentiel hydrique foliaire en condition de WD et de forte demande évaporative. Chez
les plantes isohydriques, le contrdle stomatique semble lié a une interaction entre une
signalisation hormonale, avec en particulier I’ABA, et hydraulique, alors que chez les plantes
anisohydriques, il répond préférentiellement aux signaux racinaires (Martinez-Vilalta and
Garcia-Forner, 2017; Tardieu and Simonneau, 1998).

L’ABA joue un role majeur dans la fermeture des stomates comme cela a été démontré dans
des expériences d’apport exogene d’ABA dans le sol, ou d’injection dans des tiges (Davies and
Zhang, 1991; Wilkinson and Davies, 2002). De plus, ’ABA joue un rdle de signal chimique
entre les feuilles et les racines interagissant avec d’autres molécules signaux comme 1’éthyleéne
ou le calcium (Davies and Zhang, 1991; Mittler and Blumwald, 2015; Wilkinson and Davies,
2002). De plus, I’ABA est étroitement li¢ a des signaux hydrauliques, car il est généré en
réponse a des diminutions locales de potentiel hydrique et assure la médiation des réponses
physiologiques adaptatives, a la fois locales et systémiques (Wilkinson and Davies, 2002). La
régulation stomatique via I’ABA implique des transports a longue distance mais également des

modulations de la concentration en ABA des cellules de garde (Wilkinson and Davies, 2002).

Pour conclure, les plantes ont donc mis en place un panel de réponses face au WD. Ces
différents mécanismes pour tolérer ou éviter le WD peuvent étre mis en place individuellement
mais aussi en synergie (Chaves et al., 2003). Chacune de ces stratégies peut s’avérer positive,

négative ou sans effet sur le rendement suivant la sévérité du stress (Tardieu, 2013).

1- Mécanismes de défense face a des agents pathogénes

a. Défense des plantes face aux micro-organismes

Les plantes n’ont pas de systtme immunitaire comparable a celui des animaux vertébrés.
Le systetme de défense des plantes est constitu¢ de plusieurs niveaux d’action qui leur
permettent d’éviter, de supprimer, ou de se défendre activement contre les agents pathogenes
(de Ronde et al., 2014). Les agents pathogenes et leur hote co-évoluent constamment

(Woolhouse et al., 2002). Ce concept repose sur I’hypothése que les agents pathogenes sont des
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parasites virulents, c’est-a-dire qui ont un impact négatif sur les performances de leur hote
(Doumayrou et al., 2013a). Les plantes, de par leur caractére sessile ont développé de nombreux
systemes de défense perfectionnés, tant morphologiques que chimiques pour limiter
I’infection par un agent pathogeéne ou pour compenser les effets sur leur rendement (Agnew et
al., 2000). Chez les plantes, il existe deux principaux moyens de défense contre les pathogenes :
la résistance, définie comme la capacité de I’hote a stopper la propagation du parasite (limitation
de I’accumulation) et la tolérance, qui est caractérisée par la capacité¢ d’atténuer I’impact du
pathogéne sur 1’hdte malgré le développement du pathogene (Fraser, 2003; Pagén and Garcia-

Arenal, 2018).
La reésistance non-hote

Si ’agent pathogeéne n’est pas adapté pour réaliser I’infection chez une plante, une
résistance de la plante a I’agent pathogene est inévitable. Cette résistance totale qu’on appelle
la résistance non héte ou interaction hétérologue, est la forme la plus commune d’immunité et
s’instaure durant les premieres €tapes de I’infection (Mysore and Ryu, 2004). Pour qu’il y ait
succes de ’infection I’agent pathogene doit un premier temps passer des barrieres physiques
(paroi cellulaire). Ces barrieres physiques peuvent étre contournées par les pathogenes, par
perforation (comme le font les insectes phytophages) ou par passage via une ouverture naturelle
(stomates, hydathodes) ou une blessure (Bari and Jones, 2009; Jones and Dangl, 2006). Si ces
barri€res sont contournées, et qu’il y a pénétration du pathogene dans les cellules celui-ci fera
face a une seconde barriére d’ordre chimique mises en place potentiellement lors de
précédentes attaques (activation des MAP kinases, production de phytoalexines, de molécules
antifongiques ou antibactériennes-comme les phytoanticipines (Pedras and Adio, 2008). Une
fois ces défenses basales contournées, le pathogene peut faire face a des défenses spécifiques
de la plante basée sur des interactions géne pour géne (Biezen and Jones, 1998). Le
contournement d’un de ces mécanismes conduit a la perte de la résistance non hote et donc a la

capacité des agents pathogenes a infecter la plante.
La résistance hote

Pour réduire les chances de I’infection par un agent pathogene, les plantes ont mis en
place d’autres mécanismes de défense qui constituent la résistance hote. Cette résistance se

caractérise par deux grands mécanismes (Jones and Dangl, 2006). Le premier mécanisme de

- 18 -



défense qu’on appelle la résistance basale (ou non spécifique) s’installe lors d’une attaque
d’un pathogene (Figure 4A). Cette résistance est liée a la reconnaissance de motifs moléculaires
associés aux pathogenes (PAMP) comme par exemple la flagelline ou la chitine (Newman et
al., 2013). La reconnaissance des PAMP par la plante se déroule au niveau de la surface des
cellules végétales, par des protéines PRR (pour Pattern Recognition Receptor) (Zipfel, 2014).
La reconnaissance basale peut aussi €tre initiée par la reconnaissance de signaux dérivés de la
plante. On parle de DAMP (pour Damage-Associated Molecular Pattern), lorsque par exemple
des fragments de la paroi cellulaire sont libérés, suite a une attaque de pathogénes ou une
blessure (Choi and Klessig, 2016) (Figure 4A). Ces DAMP sont alors reconnus par les protéines
PRR et leur domaine transmembranaire (Jones and Dangl, 2006). Ce premier niveau de défense
peu spécifique peut se traduire par un dépdt de callose, une production d’éthyleéne, des chocs
oxydatifs ou I’induction de certains genes liés aux mécanismes de défense et on parle ici de
PTI (pour PAMP-Triggered Immunity) (Chisholm et al., 2006; Schwessinger and Zipfel, 2008;
Zipfel, 2009). Ces mécanismes qui permettent de limiter la propagation de nombreux agents
pathogeénes peuvent étre contournés via des effecteurs produits par les pathogenes (Jones and
Dangl, 2006). Ces effecteurs ont comme action de bloquer les réponses de défense de la plante

(Chisholm et al., 2006).

Pour contrer ces effecteurs de pathogénes, les plantes ont développé des mécanismes de
reconnaissance intracellulaires (directs ou indirects), qui passent par les protéines R (pour
Resistance gene) (Chisholm et al., 2006). Cette immunité spécifique appelée ETI (Effector
Triggered Immunity) est déclenchée par des effecteurs (Jones and Dangl, 2006) (Figure 4A).
Cette résistance est souvent associée a une réponse d’hypersensibilit¢ (HR) liée a un phénomene
de mort cellulaire induit par la production d’espéces réactives de 1’oxygenes (ROS) et d’acide

salicylique (SA) et a I’expression de génes de défense (Win et al., 2012).

La reconnaissance d’un ou plusieurs effecteurs par la plante va entrainer I’ETI.
L’activation de la PTI ou de I’ETI va trés nettement limiter la possibilité de croissance du
pathogéne au sein de I’hote, en augmentant la résistance de la plante (Jones and Dangl, 2006;
Win et al., 2012). Le systéme immunitaire plus spécifique des plantes se résume donc en deux
temps : dans un premier temps, il y a reconnaissance des molécules communes chez les
pathogenes et une réponse (PTI) ; dans un deuxieme temps, il y a reconnaissance de facteurs de
virulence du pathogenes, de fagon directe ou indirecte, et une réponse beaucoup plus marquée

et rapide (ETI). La chronologie de reconnaissance du pathogene couplé a une réponse rapide et
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adaptée semblent étre la clé entre sensibilité et résistance. En se basant sur les différentes
réponses et contre-réponses de la plante et du pathogeénes lors de I’interaction, Jones et Dangl
(2006) ont proposé un modele dit « Zig-Zag » (Figure 4B) qui schématise la co-évolution entre
les protéines végétales et les protéines des agents pathogeénes qui sont impliquées dans

I’immunité des plantes (Chisholm et al., 2006; Jones and Dangl, 2006).
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organismes pathogenes. Les éliciteurs spécifiques (ou effecteurs) produits par les pathogenes
agissent uniquement chez les génotypes de plantes possédant le géne de résistance de maladie
correspondant. Ces effecteurs conduisent a I’'immunité innée secondaire apres une perception
récepteur-dépendante intracellulaire. (B) Mod¢le en zig-zag. Suite a la reconnaissance par la
plante d’¢éliciteurs généraux il y a activation de I’immunité basale (PTI - PAMP-Triggered
Immunity). Au cours de 1’évolution, les agents pathogenes ont développé des effecteurs
capables d’interferer et d’inhiber la PTI. Cela qui conduit chez la plante a une activation de la
sensibilité par les effecteurs (ETS, Effector-Triggered Susceptibility). En réponse, les plantes
ont développé un systeme de détection de ces effecteurs spéciques qui va activer un deuxieme
niveau d’immunité¢ (ETI, Effector Triggered Immunity). Les agents pathogeénes peuvent
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acquérir d’autres effecteurs, les plantes doivent alors s’adapter afin de pouvoir reconnaitre ces
nouveaux effecteurs.

b. Reconnaissance du vecteur par la plante hote

Les insectes phytophages, y compris les pucerons, produisent et sécretent lors de la
reconnaissance et de I’alimentation sur la plante, de nombreuses molécules qui peuvent agir
comme ¢liciteurs ou effecteurs et donc étre reconnus par les plantes (Kafle et al., 2017). Ces
molécules sont tres similaires a des ¢liciteurs de I'immunité végétale (de type PTI) dont certains
fonctionnent indirectement et entrainent la génération de DAMPs (damage-associated
molecular patterns) (Arimura et al., 2011; Hogenhout and Bos, 2011; Kafle et al., 2017). Vos
et Jander (2009) ont montré que la salive du puceron Myzus persicae injectée dans des feuilles
d'4. thaliana modifiait I’expression des genes de défense, de transduction du signal et de
sénescence de la plante (Vos and Jander, 2009). En particulier, deux protéines salivaires de M.
persicae, Mp10 et Mp42, induisent des réponses de défense de la plante hote (i.e. une chlorose
pour I’effecteur Mp10) et provoquent une réduction de la fécondité des pucerons (Vos and
Jander, 2009). De méme, la reconnaissance de la protéine GroEL de 1’endosymbionte
obligatoire Buchnera aphidicola du puceron provoque 1I’accumulation de molécules ROS suivi
d’un dépdt de callose dans les cellules végétales (Chaudhary et al., 2014). Ces résultats
suggerent que les composants salivaires des pucerons, ou le produit de leur activité quand il
s’agit d’enzymes, sont reconnus par les cellules d'4. thaliana, conduisant a I'activation des
défenses (Bos et al., 2010; Rodriguez et al., 2013). De plus, des interactions gene pour gene
(ETI) ont été trouvées dans plusieurs pathosystémes pucerons-hote (Broeke et al., 2013; Kanvil
et al., 2014). Par exemple, il a ét¢ mis en évidence que plusieurs biotypes de puceron
Acyrtosiphon pisum avaient la capacité a infester un panel de génotypes de Medicago truncatula
(Kanvil et al., 2014). Cette étude a montré une variation importante de la capacité d’infestation,
dépendante des combinaisons pucerons-génotypes de plante, suggérant la aussi une

reconnaissance de type gene pour géne (Kanvil et al., 2014).

2- Le cas des virus

Les virus sont les entités biologiques les plus abondantes et les plus diversifiées sur terre
(Breitbart and Rohwer, 2005; Roossinck, 2012). Un virus ne sera capable de provoquer une
infection que dans les plantes hotes qui n’auront pas développé de défenses spécifiques en

réponse aux facteurs de virulence (Pallas and Garcia, 2011). Un virus est un parasite
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intracellulaire obligatoire. Il est composé d’une ou plusieurs molécules d’acide nucléique
(d’ADN ou d’ARN, simple ou double brin, linéaire ou circulaire), entouré¢ d’une coque de
protéines appelée capside et parfois d’une enveloppe lipidique (Matthews, 1991). Il ne posséde
aucune enzyme pouvant produire de I’énergie. Il a donc besoin de manipuler efficacement son
hote pour réussir I’infection (Hull, 1994). Au niveau cellulaire, le virus doit détourner la
machinerie de traduction pour la production de protéines virales (Heinlein, 2015; Matthews,
1991). Le virus utilise également les organes de I’hdte pour accomplir son cycle viral. Ainsi,
pour une infection efficace, le virus doit diffuser rapidement dans I’hote, de cellule a cellule et
sur de longues distances entre des organes ou des tissus €¢loignés (Harries and Ding, 2011;
Hipper et al., 2013). L’ensemble du processus nécessite un passage efficace entre les différents
types de cellules pour conduire a une infection systémique de la plante (Hipper et al., 2013).
Lorsque la plante est entierement infectée par le virus, celui-ci doit atteindre une nouvelle plante

hoéte pour assurer son maintien dans I’environnement (Blanc et al., 2011; Whitfield et al., 2015).
a. La transmission virale

La transmission virale est une étape clé du cycle du virus pour se maintenir dans un
¢cosysteme (Blanc et al., 2011). La transmission permet aux virus de couvrir la distance entre
deux hotes et de s’affranchir de la barriere imposée par la paroi cellulaire chez les plantes
(Whitfield et al., 2015). Il existe divers mécanismes de dissémination de phytovirus et qui
peuvent étre divisé en deux grands groupes : la transmission verticale et la transmission

horizontale (Lipsitch et al., 1996).

I La transmission verticale

Lors du premier cas, la transmission du virus peut se faire a la descendance de la plante
infectée via la graine ou par multiplication végétative (Mink, 1993; Sastry, 2013). La
transmission via la graine nécessite que le virus ait la capacité a infecter 1’hdte pendant la phase
végétative et a infecter la graine lors de la phase de reproduction tout en gardant la capacité a
se réactiver avant ou apres la germination de la graine (Fine, 1975; Sastry, 2013). La
transmission dite par multiplication végétative consiste pour le virus a se propager lors de la
multiplication de plants infectés via les tubercules, les bulbes, le marcottage ou les boutures.
La transmission de virus peut aussi €tre 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 mais aussi au sein d’un laboratoire, technique utilisée
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par les chercheurs pour inoculer le virus en frottant les feuilles de plantes saines avec un

inoculum et un abrasif.

ii. La transmission horizontale

Cependant, dans la majorité des cas (environ 90%), la transmission horizontale est
assurée par des vecteurs biologiques (arthropodes, nématodes et champignons; qui
transportent les virus dans le sol ou par voie aérienne et assurent 1’introduction du virus dans la
plante pendant une phase de leur cycle de multiplication (Bragard et al., 2013; Whitfield et al.,
2015). Les virus doivent alors interagir physiquement avec leur vecteur a toutes les étapes de

la transmission.

Les pucerons, qui sont des insectes piqueur-suceurs, (Classe [nsecta, ordre des
Hemiptera) transmettent a eux seuls 50% des virus de plantes répertoriés a ce jour (Bragard et
al., 2013; Ng and Perry, 2004; Whitfield et al., 2015). L’interaction est alors dite tripartite entre
le virus, le vecteur et la plante. Du fait que les pucerons représentent la majorité des vecteurs,

la suite du paragraphe sera essentiellement décrite pour les vecteurs pucerons.

Apres 1’acquisition au cours de 1’alimentation du vecteur, le virus doit étre conservé
dans le corps ou dans les pieces buccales du vecteur sous une forme transmissible, ce qui
signifie qu’il doit se protéger de I’environnement potentiellement hostile. Les pieces buccales
du puceron sont composées de quatre stylets (deux stylets maxillaires et deux stylets
mandibulaires) qui leur permettent de puiser la séve a I’intérieur des cellules végétales (Brault
et al., 2010; Ng and Perry, 2004) . Le virus doit étre inoculé au bon moment dans un nouvel
hote. Cela nécessite des actions opposées : 'acquisition n'est possible que par liaison physique
au vecteur et l'inoculation uniquement par libération physique de ce dernier, et la phase de
rétention intermédiaire ne doit ni géner 1'acquisition ni I'inoculation. La majorité des phytovirus
ont donc di développer des stratégies pour garantir 1’efficacit¢ de cet événement (Hébrard et

al., 1999).

Il existe deux modes de transmission principales défini sur des criteres de localisation
du virus dans son insecte vecteur, le temps d’acquisition, de latence et d’inoculation
nécessaire a ’infection d’une nouvelle plante par un insecte virulifére : la transmission non

circulante qui concerne la plupart des phytovirus comme le Cauliflower mosaic virus (CaMV),
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utilisé dans notre ¢tude et la transmission circulante (Blanc et al., 2014; Brault et al., 2010;

Déder et al., 2017) (Figure 5).
La transmission non-circulante

La transmission non-circulante concerne des espéces virales qui, par exemple,
appartiennent aux familles Bromoviridae, Potyviridae et Caulimoviridae (Brault et al., 2010).
Dans le cas de la transmission non-circulante, il n’y a pas de relation spécifique hote-vecteur,
le puceron va acquérir les virus lors de piqiires d’essai dans le tissu végétal pour « gouter » la
plante, et n’a pas besoin de rester sur la plante hote. Ce type de transmission peut donc
engendrer un grand nombre de maladies dont des virus qui ont un impact majeur sur les cultures.
Les virus acquis s’accrochent a des motifs protéiques exposés en surface dans les stylets du
vecteur (Brault et al., 2010; Uzest et al., 2007). Dans le cas du CaMV cette fixation s’effectue
plus précisément a la pointe des stylets maxillaires au niveau de I’acrostyle (Uzest et al., 2007,
2010). Récemment deux protéines cuticulaires (dénommées stylin-1 et stylin-2), localisées dans
cet organe, ont été identifiées comme étant des récepteurs potentiels du CaMV (Webster et al.,
2018). 1l s’agit 1a des premiers récepteurs de virus non-circulants décrites a ce jour. Deux «
stratégies » d’interaction moléculaire entre le virus et le vecteur sont décrites pour ce mode de
transmission : soit la particule virale se lie directement a un récepteur présent chez le vecteur
(stratégie de capside, cas des Cucumovirus), soit une protéine virale non-structurale, le facteur
assistant de la transmission, fait le lien entre le virion et le vecteur (stratégie Helper, cas des
Potyvirus ou des Caulimovirus) (Brault et al., 2010; Bricault and Perry, 2013; Pirone and Blanc,
1996). Les ¢tapes d’acquisition, de latence et d’inoculation du virus prennent de quelques
secondes a quelques minutes et ne nécessitent pas un passage a I’intérieur du corps du vecteur
(Figure 5). Considérée d’abord comme « mécanique » , il est maintenant bien établi que la
transmission non circulante implique en réalité des interactions moléculaires virus-vecteur

hautement spécifiques (Blanc et al., 2014; Uzest et al., 2007; Webster et al., 2018).
La transmission circulante

La transmission circulante concerne essentiellement des espéces virales qui
appartiennent aux familles Geminiviridae, Luteoviridae, et Nanoviridae (Bedford et al., 1994;
Brault et al., 1995; Franz et al., 1999). Les Geminivirus sont transmis majoritairement par les

aleurodes (Bemisia tabaci), a ce jour un seul membre de cette famille le Alfalfa curl leaf virus
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a pour vecteur un puceron Aphis craccivora (Bernardo et al., 2016; Roumagnac et al., 2015).
Les luteovirus et les Nanovirus ont pour vecteur des pucerons (Hogenhout et al., 2008). A la
différence des phytovirus transmis selon le mode non-circulant, les phytovirus transmis selon
le mode circulant ont des périodes d’acquisition, de latence et d’inoculation beaucoup plus
longues (plusieurs heures a plusieurs jours). Dans ce cas, le virus, aprés ingestion par son
vecteur via le canal alimentaire, opére un passage dans le systéme digestif, ou il sera internalisé
dans les cellules épithéliales de I’intestin par endocytose (Ng and Perry, 2004). Ce passage
nécessite une phase de reconnaissance spécifique (Brault et al., 2010; Mulot et al., 2018). Le
virus est ensuite transporté dans la lymphe par transcytose afin de rejoindre les glandes
salivaires d’ou il sera finalement excrété avec la salive dans une nouvelle plante hote (Brault et
al., 2010; Kennedy et al., 1962; Whitfield et al., 2015). En fonction de la capacité du virus a se
répliquer dans les cellules de I’insecte vecteur, les virus circulants peuvent étre classés comme
propagatifs (ou multipliant) ou non propagatifs (Jia et al., 2018) (Figure 5). La transmission
circulante tout comme la transmission non-circulante nécessite des interactions virus-insecte
trés spécifiques comme lors de la reconnaissance de sites d’attachements qui gouvernent la

spécificité de transmission par un vecteur donné (Brault et al., 2005; Linz et al., 2015).

Circulative Transmission: Lumen

Non-propagative & Propagative

2
l . Capsid sirabigy

ﬂ*}wwmw ; I.
“ YT

Non-Circulative Transmission:
Helper & Capsid strategies

Figure 5: Modes de transmission des phytovirus (d’aprés Brault et al., 2005). L.e schéma
illustre deux modes de transmission (circulante et non circulante) utilisés par les phytovirus
transmis par les pucerons. Dans le cas de la transmission circulante, I’internalisation est médiée
par I’attachement des virions sur des récepteurs localisés au niveau des membranes apicales
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(APL) de l’intestin moyen (MI) ou postérieur (HI) du puceron. L’internalisation des
Rhabdoviruses (particules rouges) dans des vésicules est suivie par une fusion des membranes,
de relargage du génome viral dans le cytoplasme et de réplication dans les cellules de I’intestin
(transmission circulante propagative). Dans le cas des Luteovirus (particules roses) ou des
nanovirus (particules vertes), I’internalisation des virus est suivie d’une transcytose d’un pole
de la cellule a P’autre sans multiplication (transmission circulante non-propagative). Le
relargage des virions dans 1’hémolymphe est suivi par une internalisation dans les glandes
salivaires (SG) qui, pour les Nanovirus semble étre reli¢ & un HC (helper componant). Les
virions doivent d’abord franchir la lame basale (BL) entourant les glandes, puis le plasmalemme
basal (BPL), avant d’étre finalement libérés dans le conduit salivaire (SD). Le transport des
Luteovirus dans les glandes salivaires est médi¢ par des vésicules tubulaires (TV) et des
vésicules enrichies en clathrine (CV) et des vésicules. Dans la transmission non circulante, les
particules virales se fixent directement sur les récepteurs des stylets de puceron selon la
stratégie de capside (cas des Cucumovirus représenté par une particule noire sur le schéma) ou
par l'intermédiaire d'une protéine virale dénommée « helper componant (HC) » (cas des
Potyvirus-particule verte ou des Caulimovirus-particule jaune).

Influence du comportement du vecteur sur la transmission

Les processus intervenant lors de la transmission du virus via les pucerons s’étendent
au-dela des simples interactions moléculaires entre le virus, le vecteur et I’hote. En effet, la
transmission dépend aussi du comportement des vecteurs qui peut étre altéré de maniere
directe ou indirecte par le virus lui-méme (Lu et al., 2019; Ng and Zhou, 2015). Le choix de la
plante hote par le puceron est un processus complexe qui implique différents parameétres,
stimuli et réponses (Dader et al., 2017). Ce processus est découpé en quatre étapes importantes :
(1) Pattraction visuelle et chimique de la plante hote, (2) 1I’évaluation de la difficulté a pouvoir
atteindre la surface de la feuille, (3) la réalisation d’un « sondage » des tissus de 1’épiderme et
du mésophylle et (4) I’alimentation dans le phloéme (Déder et al., 2017; Fereres and Moreno,
2009). Toutes ces étapes peuvent étre influencées par 1’état physiologique de la plante (qualité
nutritionnelle, morphologie foliaire, symptomes ou turgescence des tissus) généré par
I’infection virale mais aussi par I’effet du virus lui-méme sur I’insecte vecteur (Medina-Ortega

et al., 2009; Ngumbi et al., 2007).

Le virus peut dans certains cas manipuler son vecteur afin d’augmenter sa probabilité
d’étre transmis (Blanc and Michalakis, 2016; Dader et al., 2017). Un puceron non virulifeére est
davantage attiré par des plantes infectées et qui présentent des symptomes d’infections (Dader
et al., 2017; Fereres and Moreno, 2009). Cette attraction est corrélée aux composés volatiles
émis par les plantes infectées qui rendrait plus attirante ces plantes (Rajabaskar et al., 2013).

De plus, l'infection par le Cucumber mosaic virus (CMV) diminue la valeur nutritionnelle des
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plantes infectées, tout en rendant les plantes plus attractives pour les vecteurs en modifiant la
production de composés volatiles et d'éthyléne, encourageant ainsi un comportement
d'attraction favorisant la transmission (Mauck et al., 2010, 2014; Medina-Ortega et al., 2009).
De plus, un puceron virulifére est davantage attiré par des plantes saines (Ingwell et al., 2012;

Rajabaskar et al., 2013).

Les virus peuvent également modifier le comportement alimentaire du puceron afin
d’optimiser leur transmission. En effet, ['utilisation de la technique EPG
(electropénétrographie) met en évidence des modifications dans la prise de nourriture
potentiellement associées a une meilleure transmission du virus (Lei et al., 2016). L’EPG est
une technique composée d'un circuit €lectrique partiel, qui permet lorsque ce circuit est fermé
(correspondant a ’insertion des stylets dans les cellules de la plante) d'afficher un graphique
caractéristique des différentes activités de 'insecte : excrétion de salive ou ingestion de maticres
cellulaires, type de tissu pénétré (phloéme, xyléme ou mésophylle), temps passé dans chaque
tissu, nombre de ponctions réalisées (Tjallingii, 1988; Tjallingii and Esch, 1993). Carmo-Sousa
et al. (2014) ont ainsi observé qu'dphis gossypii multipliait les ponctions de sondage
intracellulaires sur des plants de concombre (Cucumis sativus) infectés par le CMV (Carmo-
Sousa et al., 2014). De méme Myzus persicae sonde plus fréquemment des plants de poivron
infectés par le PVY et la transmission du PVY est corrélé avec un plus court temps d’acquisition
(Collar et al., 1997). Wu et al., 2017 ont montré que 1’attraction des vecteurs induite par le
CMV est sous le contrdle de la voie de signalisation de I'hormone JA, qui réprime l'attractivité

de I'hdte pour les pucerons via MYC2 et ses homologues MYC3 et MYC4 (Wu et al., 2017).
b. La virulence
La tolérance

La virulence peut étre considérée comme la capacité de 1’agent pathogene a infecter ou
pas une plante (composante binaire), ou comme I’effet néfaste du pathogéne sur son hote
(trait quantitatif, i.e. impact sur la croissance de 1’hote) (Lannou, 2011; Pariaud et al., 2009).
Dans le cadre de cette these, le terme de virulence est utilisé dans son sens quantitatif, et plus
particulierement I’impact du virus sur la croissance, la survie et la reproduction des plantes

hotes.
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De maniére générale, les virus altérent 1’expression des geénes et la physiologie de leur
plante hote, avec des effets directs sur la survie de I’hote, sa croissance, sa fécondité et par
conséquent sur sa valeur sélective ou fitness (c'est-a-dire sa capacité a survivre et a se
reproduire) (Pariaud et al., 2009). L infection virale peut induire une réduction de croissance et
de productivité ou conduire a la mort de la plante dans les cas extrémes (Doumayrou et al.,
2013a; Esau, 1968; Lannou, 2011). Le virus en réduisant la fitness de 1’hdte, exerce donc une
pression de sélection qui peut conduire au développement de différentes stratégies de défense
de la plante hote comme la tolérance (Pagan and Garcia-Arenal, 2018; Raberg, 2014). Les
mécanismes impliqués dans la tolérance ne sont pas tout a fait compris mais il semblerait que
ces mécanismes soient reliés a la capacité de la plante a pouvoir étre trés plastique et en
particulier a modifier sa phénologie face a I’infection (Pagén et al., 2008). Le contrdle de la
tolérance est polygénique et parfois monogénique et dépend de I’interaction entre les génotypes

des plantes et des virus (Pagan et al., 2008; Pariaud et al., 2009).
La résistance

La capacité¢ de 1’hdte a stopper la multiplication peut entrainer une résistance a 1’agent
pathogéne. Il existe de nombreux cas de plantes infectées et cependant asymptomatiques
traduisant la mise en place d’une résistance vis a vis du pathogéne viral (Carval and Ferriere,
2010). La résistance face a un virus est souvent monogénique et repose sur un gene de résistance
majeur (Fraser, 2003). Cette mise en place de la résistance s’effectue via des mécanismes de
défense classiques de la plante (i.e. activation hormonale, ROS, flux de calcium) (Soosaar et
al., 2005). Il existe également un systeme de défense antiviral spécifique et extrémement
efficace (ARN interférence ; RNA1) capable de cibler et d’inhiber I’expression d’une espece
virale donnée (Qu, 2010). Une résistance peut étre durable dans le temps ou alors étre
contournée. La notion de durabilité d’une résistance est plutdt abstraite puisqu’elle est
difficilement quantifiable. Johnson (1984) a défini qu’une résistance était durable lorsqu’elle
restait efficace suite a son déploiement sur une longue durée et a une grande échelle, dans un

environnement favorable au développement de I’agent pathogene (Johnson, 1984).
c. L’accumulation virale

L’accumulation virale in planta correspond au nombre de particules virales présentes au

sein de I’hote. Une fois que le virus pénetre dans la plante (site primaire d’infection) via
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I’insecte vecteur ou de manicre indirecte (inoculation mécanique), I’infection peut débuter si la
plante est hote. Une plante peut étre hote de plusieurs virus comme par exemple A. thaliana,
hote de plus d’une vingtaine de genre de virus (Ouibrahim and Caranta, 2013; Shukla et al.,
2019). Chez les végétaux, la propagation intra-hdte ou systémie, est favorisée par le transport
via le systeme vasculaire (phloéme) (Revers and Garcia, 2015; Roberts et al., 1998). La
systémie correspond au mouvement des particules virales des feuille inoculées a des feuilles
non inoculées. Cette phase du mouvement viral dans son hote est beaucoup moins bien

renseignée que le mouvement cellule a cellule via les plasmodesmes (Hipper et al., 2013).

Plus précisément, aprés I’inoculation du virus, les virions sont désassemblés dans les
cellules de I’épiderme ou du mésophylle pour les virus non circulants et certains virus circulants
(et dans les cellules compagnes / parenchyme phloémien pour les virus circulants restreints au
phloeme comme les Begomovirus ou les Lutéovirus) pour permettre la réplication et la
traduction du génome viral (Mayo and Ziegler-Graff, 1996; Yadava et al., 2010). Une protéine
virale de mouvement, parfois associée a des facteurs cellulaires, interagit alors avec le génome
viral ou le virion pour former des complexes de transport permettant un mouvement du virus
de cellule a cellule par I’intermédiaire des plasmodesmes (Hipper et al., 2013). La réplication
virale et le mouvement de cellule a cellule continuent dans et entre les cellules du phloeme a
savoir la gaine vasculaire, les cellules compagnes et le parenchyme vasculaire (Hipper et al.,
2013). Ensuite, les complexes de transport sont chargés dans la séve pour permettre le transport
a longue distance via les tubes criblés, avant d’¢tre finalement libérés dans les tissus non

inoculés pour commencer un nouveau site d’infection (Scholthof, 2005) (Figure 6).
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Figure 6: Vue générale du mouvement de cellule a cellule et a longue distance du virus dans
les tissus végétaux (d’aprés Hipper et al., 2013). Apres 1’inoculation du virus, les virions sont
désassemblés dans les cellules de I’épiderme ou du mésophylle pour permettre la réplication et
la traduction du génome viral (1). Les protéines virales, parfois associées a des facteurs
cellulaires, interagissent avec le génome viral pour former des complexes de transport (virions
ou complexes RNP) permettant un mouvement du virus de cellule a cellule par I’intermédiaire
des plasmodesmes (1). La réplication virale et le mouvement de cellule a cellule continuent
dans, et entre, les cellules du phloéme a savoir la gaine vasculaire, les cellules compagnes et le
parenchyme vasculaire. Ensuite, les complexes de transport sont chargés dans la seve pour
permettre le transport a longue distance (2), avant d’étre finalement libérés dans les tissus
systémiques pour commencer un nouveau site d’infection (3). L’ensemble du processus
nécessite un passage efficace entre les différents types de cellule pour conduire a une infection
systémique de la plante.

d. Le « trade-off » entre les traits viraux

L’hypothése du compromis ou « trade-off » est une hypothése entre les traits viraux mais
plus particuliérement entre la virulence et la transmission virale (Anderson and May, 1982).
D’aprés cette hypothése, un parasite ne peut augmenter sa virulence (et donc écourter la durée

d’infection en tuant I’hote) sans en payer le prix, spécifiquement en terme de diminution des
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probabilités de transmission et donc de maintien de la population virale (Anderson and May,
1982; Ewald, 1983; Froissart et al., 2010a). En résumé cette hypothése postule que méme si un
niveau ¢levé de réplication du parasite augmente les possibilités de transmission, une
réplication rapide risque également de nuire a I’hote rapidement (Anderson and May, 1982). 11
y aurait donc un niveau optimal de virulence intégrant les avantages de la transmission et le

cout de la mortalité de ’hote (Alizon and Michalakis, 2015; Lipsitch and Moxon, 1997).

Les bases biologiques du compromis entre virulence et transmission du parasite impliquent
que I’autoréplication du parasite (accumulation virale) tendrait a maximiser la virulence et la
transmission du parasite. En effet, ces deux parametres sont positivement liés au taux de
réplication du parasite dans I’hote (Froissart et al., 2010a; Lipsitch and Moxon, 1997). Il y a
alors apparition d’un compromis évolutif entre virulence et transmission, se traduisant par une
évolution vers une virulence intermédiaire optimale (Alizon and Michalakis, 2015). Cette
relation est la résultante que la transmission virale et la mortalité (ou la forte réduction de
croissance i.¢ la virulence) induite par un virus sur 1’hote sont des traits positivement corrélés
a l'accumulation du parasite intra-hote et a son effet délétere sur le fonctionnement de 1’hote
(Alizon et al., 2009; Lipsitch and Moxon, 1997). De manicre plus simple, cette hypothése
repose sur deux hypotheses clés : d’une part, I'accumulation croissante de virus augmente la
virulence et d’autre part, l'accumulation croissante de virus augmente la probabilité¢ de
transmission du virus a un autre hdte (Alizon et al., 2009; Anderson and May, 1982; Ewald,
1983). L’effet pléiotrope du taux d’accumulation géneére un compromis transmission-
virulence tel qu’il n’est pas possible de maximiser simultanément le taux de transmission et la

durée de I’infection (Froissart et al., 2010a).

Cependant, peu de données empiriques permettent d’appuyer cette hypotheése (Alizon et al.,
2009). Certaines ¢études suggerent une corrélation positive entre I’accumulation virale et/ou la
virulence et le taux de transmission (Banik and Zitter, 1990; Doumayrou et al., 2013b; Escriu
et al., 2000; Wintermantel et al., 2008). Ces résultats restent cependant controversés et semblent
dépendre du pathosystéme étudié (Froissart et al., 2010a)(Rejeb et al., 2014; Kroel-Dulay et al.,
2015; Parmesan and Hanley, 2015). Les études sur I’existence d’une corrélation entre
I’accumulation virale et la virulence sont tres rares. Dans I'ensemble, les données disponibles
ne nous permettent pas de confirmer ou d'infirmer 1'existence d’une corrélation systématique

entre ces trois traits viraux (Alizon et al., 2009; Froissart et al., 2010a).
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Dieter Ebert et James Bull considérent le modele comme « trop simpliste ». En effet, en
pratique, les relations entre hotes et parasites sont caractérisées par bien plus que deux
parametres que sont la virulence et la transmission : par exemple, dans le cas des infections
multiples (lorsque I’hote est infecté par différents parasites), il peut y avoir compétition entre
eux pour 1’acces aux ressources de I’hote (Ebert and Bull, 2003). Ou encore la prise en compte
de la réponse immunitaire de 1’hote peut diminuer la virulence. Le modele de « trade-off »
simplifierait la réalité biologique en considérant que la virulence et la transmission du parasite
sont indépendantes des caractéristiques de 1’hote (Ebert and Bull, 2003). Or, en réalité, ces
parametres sont le résultat d’interactions multiples au sein de 1’hdte, par exemple le
comportement que peut adopter 1’hdte pour contrer l'infection ou d'autres mécanismes une fois

l'infection engagée ou I’environnement (Ebert and Bull, 2003).

1- Les pathogénes dans des environnements changeants : amis ou ennemis ?

Dans des conditions naturelles, de nombreux stress abiotiques et biotiques se
produisent simultanément (Kréel-Dulay et al., 2015; Parmesan and Hanley, 2015; Rejeb et al.,
2014). Les plantes ont mis au point des mécanismes spécifiques leur permettant de détecter les
changements environnementaux et de réagir a des conditions de stress complexes, en
minimisant les dommages tout en conservant des ressources précieuses pour la croissance et la
reproduction (Herms and Mattson, 1992). Différents facteurs de stress combinés peuvent étre
considérés comme additifs, lorsque ces facteurs de dommages s'accumulent ou interactifs,
lorsqu'un stress modifie la réponse a un autre stress (Niinemets, 2010). L’interaction entre les
facteurs biotiques et abiotiques chez les plantes a souvent été¢ analysée par extrapolation de
I’information acquise a partir des réponses a des stress isolés. L environnement peut influencer
directement et indirectement les interactions plantes-pathogenes et avoir un effet sur I’incidence
et les distributions spatio-temporelles des maladies de plantes dans les écosystémes naturels
(Pandey et al., 2015; Winner and Pell, 2012). Les quelques études récentes combinant les
contraintes abiotiques et biotiques démontrent clairement qu'en plus des facteurs liés aux
pathogénes et aux génotypes de plantes, ces interactions dépendent ¢également de
I'environnement (Fraile and Garcia-Arenal, 2016; Prasch and Sonnewald, 2013; Ramegowda
and Senthil-Kumar, 2015; Suzuki et al., 2014; Szczepaniec and Finke, 2019). Il est donc

supposé que tout facteur environnemental modifiant le développement, la phénologie ou la
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hysiologie d'une plante hote peut également interagir avec des traits viraux majeurs tels que la
phy g p p g g J q

propagation systémique ou la virulence et affecter la performance de la plante et du virus.
a. L’effet néfaste des pathogenes sur la croissance de leur hote

Des stress thermique ou hydrique peuvent induire une augmentation de la susceptibilité
face a un pathogéne. Cela a ét¢ observé chez le sorgho (Sorghum bicolor) et le haricot
(Phaseolus vulgaris) soumis a un WD et montrant une plus grande sensibilité au champignon
Macrophomina phaseolina (Mayek-Pérez et al., 2002). De plus, chez Nicotiana benthamiana
et A. thaliana, les réponses de défense hypersensibles (HR) et des génes R a Pseudomonas
syringae et aux ¢liciteurs viraux semblent compromises a des températures élevées, ce qui
permet une croissance accrue de ces agents pathogenes (Wang et al., 2010). Chez le blé,
I'augmentation des températures observée sur une période de six ans est corrélée a une
sensibilité¢ accrue au champignon Cochliobolus sativus (Duveiller and Sharma, 2009). Lors
d’une infection virale et d’un stress abiotique, différents comportements ont été observés sur
I’effet sur la croissance de la plante. Une étude sur ’infection d’A. thaliana (Col-0) par le
TuMV (Turnip mosaic virus) soumis a une combinaison de chaleur et de WD a mis en évidence
que chaque stress induisait une réduction significative de la biomasse et qui devenait exacerbée
lorsque les différents stress €taient appliqués ensemble, en particulier sous une combinaison de
stress viral et thermique (Prasch and Sonnewald, 2013). De plus, la chaleur seule ou la
combinaison de la chaleur et d’un WD augmentent la susceptibilité¢ des plantes a I’infection
virale (Prasch and Sonnewald, 2013). De méme, en condition de WD les effets déléteres du
Maize dwarf mosaic virus et du Beet yellows virus augmentent (Clover et al., 1999; Olson et
al., 1990). Par ailleurs, une virulence accrue du Barley yellow dwarf virus dans le blé est
corrélée avec une augmentation de la température (Nancarrow et al., 2014). Enfin, le
changement climatique peut affecter la résistance des plantes aux agents pathogenes (Huang et
al., 2012; Lake and Wade, 2009). Par exemple, des taux en CO et O3z ¢€levés affecteraient
I’efficacité des résistances hotes et supprimeraient 1I’induction de la résistance par les agents

pathogénes (Huang et al., 2012; Lake and Wade, 2009).
b. Quand les pathogenes deviennent bénéfiques pour leur hote

La combinaison de stress biotiques et abiotiques peut induire des effets bénéfiques sur la

croissance des plantes, qu’on appelle le mutualisme. Dans les années 2000, Marylin J.
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Roossinck a fait émerger le concept de virus mutualiste (Roossinck, 2015a). L’essor de la
métagénomique a permis de constater que la majorité des plantes cultivées ou sauvages (70%
des plantes dans les écosystémes naturels) étaient infectées par des phytovirus sans pour autant
présenter de symptomes d’infection (Malmstrom et al., 2011; Roossinck, 2012). Cette
observation a fait émerger [’hypothese que certains virus pourraient étre bénéfiques pour leur
plante hote dans des conditions extrémes (Roossinck, 2015b, 2015a; Xu et al., 2008). Cette
idée est connue et bien décrite concernant les champignons ou les bactéries PGPR, cependant,
ce concept est assez nouveau concernant les virus (Roossinck, 2015b, 2015a; Singh et al., 2011;
Yang et al., 2009). Ainsi, l'infection par le CMV améliore la tolérance au WD de diverses
plantes hotes, de méme pour la résistance au froid chez des plants de betterave (Westwood et
al., 2013; Xu et al., 2008). Des teneurs en eau plus importantes sont mesurées sur les plantes
infectées par le CMV et en WD versus des plantes en WD mais non infectées, traduisant une
meilleure rétention d’eau des plantes infectées (Xu et al., 2008). En situation de WD, certains
métabolites sont maintenus a des niveaux ¢levés ou présentent une accumulation accrue, ce qui
est en corrélation avec une tolérance accrue au WD chez les plantes infectées (Xu et al., 2008).
Bien que les mécanismes sous-jacents ne soient pas clairs, un role important de I’ABA - une
hormone induite par la sécheresse - et d’autres voies hormonales telles que 1’acide salicylique,
le jasmonate ou I'éthyléne ont été mis en évidence et un certain nombre d'osmos-protecteurs
potentiels qui augmentent dans les plantes infectées par le virus pourrait expliquer a la fois la
tolérance a la sécheresse et au froid (Xu et al., 2008). L’ amélioration de la tolérance au WD
d’A. thaliana par le CMV serait aussi due a la protéine 2b (Westwood et al., 2013). Cette
protéine joue un rdle dans le mouvement local et systémique, dans I’induction des symptomes,
dans la suppression du silencing et perturbe la signalisation régulée par SA et JA (Westwood
et al., 2013). Le virus engendre une tolérance a la sécheresse en modifiant les caractéristiques
des racines et non des tissus aériens (Westwood et al., 2013). De plus, une augmentation de la
teneur en CO; atmosphérique diminue I’impact du Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) sur
la tomate et serait li¢ a a une altération des voies hormonales SA et JA (Huang et al., 2012). De
la méme maniere, 1’association du Curvularia thermal tolerance virus (CThTV) avec le
champignon endophyte Curvularia protuberata permet a la plante Dichanthelium lanuginosum
de mieux assurer sa croissance a des températures ¢levées (Marquez et al., 2007). Concernant
cette interaction, la seule hypothése émise est que les endophytes pourraient protéger leur

plantes hotes en « nettoyant » les cellules des molécules ROS toxiques qui sont générées lors
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des mécanismes de défense des plantes en réponse a un changement de I’environnement, mais

cette hypothese reste encore incertaine (Chen and Dickman, 2005; Marquez et al., 2007).

Les mécanismes de ces interactions bénéfiques restent cependant encore largement
méconnus (Roossinck, 2013). Il semble que les effets positifs des virus sur leur plante hote ne

soient probablement pas dus a une interaction directe du virus avec la plante hote.

Une conclusion générale des études a ce jour réalisées, est que le rendement de la plante
dans des conditions de stress combinés est difficile a prévoir et peut entrainer une performance
réduite ou améliorée en fonction de la phénologie, de I’espece végétale et de l'isolat du
pathogéne (Ouibrahim and Caranta, 2013; Prasch and Sonnewald, 2013; Ramegowda and
Senthil-Kumar, 2015).

2- Des movyens de défense communs des plantes face au stress abiotique et

biotique

Ces facteurs communs de réponse sont particuliérement intéressants dans la recherche
et pour I’identification de déterminants pouvant par la suite étre utilisés dans des programmes
de sélection (Atkinson and Urwin, 2012; Rejeb et al., 2014) (Figure 7). Un nombre croissant de
données met en évidence un lien étroit entre les voies physiologiques de la plante impliquées
dans les réponses aux différents stress abiotiques et la défense contre les agents pathogénes

et les herbivores (Pandey et al., 2015; Rejeb et al., 2014).
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~ Combination of environmental stresses

Figure 7: Evénements clés de la voie de
transduction_du signal activés en réponse aux
stress _combinés _biotiques et _abiotiques
(d'aprés _Atkinson & Urwin, 2012). Les

.3 b“ﬁ“um pﬂ:nnan interactions entre stress abiotiques et biotiques
recognition receptors sont complexes et mettent en jeu divers facteurs
‘ impliqués  dans  différentes voies de

signalisation dont I’objectif est de conférer la
AP tolérance/résistance aux plantes face aux stress.
Hormone

. :;n:u “w Somling Certalps 'de ces facteurs et de ces voies de
cades signalisation sont communs dans la réponse des
plantes a des stress abiotiques et biotiques. Les

Induction of multiple and individual stress- signaux dans les encadrés jaunes ont ¢été
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Post-transcriptional regulation
'\\ e.g. by small RNAs _)

g

Stress tolerance/resistance

a. La signalisation calcique

Chez les plantes comme chez les animaux, lors d’un stress abiotique ou biotique, la
signalisation calcique joue un role physiologique clé (Dodd et al., 2010; Duchen, 1999; Kudla
et al., 2010, 2018). Cela constitue un premier niveau de signalisation trés rapide de 1’ordre de
la milliseconde (White and Broadley, 2003). Lorsque la plante est dans un environnement
favorable, les niveaux de Ca?* sont de ’ordre de 1mM dans les réservoirs de Ca?* (i.e. apoplaste,
vacuole) et beaucoup plus faible dans le cytosol (environ 0,0001mM) (White and Broadley,
2003). En présence d’un pathogéne ou d’un stress abiotique, les ions Ca?* sont rapidement
libérés dans le cytosol soit par une entrée de Ca>" d’origine apoplasmique, via ’activation de

canaux calciques de la membrane plasmique, soit par une libération du Ca?* des réserves
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internes (vacuole ou réticulum endoplasmique) avant d’étre a nouveau rapidement exportés
vers les réservoirs via des pompes a calcium (ATPases) (Knight et al., 1997; Verret et al., 2010).
Ce va et vient d’ions Ca?" crée des oscillations calciques qui vont déclencher des réactions dans
la cellule concernée et qui peut étre propagée vers les cellules voisines ou a des distances plus
grandes. Par exemple, les sécrétions salivaires émises par un insecte broyeur (Spodoptera
littoralis) lors de la prise de nourriture sur les plantes émettent des é€liciteurs qui, une fois
reconnus par la plante, induisent des variations significatives de Ca’*' dans le cytosol
(Kanchiswamy et al., 2010). De méme, une infestation de M. persicae sur A .thaliana entraine
une surexpression des génes liés a la signalisation calcique (Vincent et al., 2017). L'alimentation
de M. persicae provoque des dépolarisations de la membrane plasmique dans les cellules du
mésophylle d'A. thaliana (Bricchi et al., 2012). Le role majeur du Ca?" dans les interactions
plantes-pucerons se situerait au niveau du phloéme de la plante ou le Ca?" bloquerait la
circulation de la seéve, coupant ainsi les pucerons de leur source d’alimentation (Furch et al.,
2009; Kauss et al., 1983).Ces oscillations sont les prémices d’activation d’autres molécules
signaux comme les ROS ou les voies de signalisation hormonales (Figure 8) (Gilroy et al.,
2016; Mittler, 2006; Mittler and Blumwald, 2015). Les piqlres de pucerons engendrent une
cascade de réponses dont la signalisation calcique qui va activer les réactions de défenses de la

plante (Vincent et al., 2017).

Cette activation de réactions de défenses via la signalisation calcique est aussi importante
pour d’autres stress, comme le WD (Kadota et al., 2015; Kiegle et al., 2001; White and
Broadley, 2003).

b. Les especes réactives de l’oxygene

Les especes réactives de I’oxygene (ou ROS, pour Reactive Oxygen Species) sont des
dérivés de I’oxygene hautement instables (Liu et al., 2002). Cette instabilité provient de la
présence d’un €lectron de valence non apparié susceptible d’intervenir dans 1’établissement des
liaisons chimiques entres différents atomes pour former une molécule instable (Apel and Hirt,
2004). Les ROS sont généralement considérées comme des molécules phytotoxiques a tres forte
réactivité capable d’oxyder les protéines, les lipides, les glucides, et les acides nucléiques
(Foyer and Noctor, 2005; Sharma et al., 2012). Chez les plantes, 4 formes de ROS sont
prédominantes : 1’oxygeéne singulet 102, I’anion superoxyde O»., le peroxyde d’hydrogene

H>0O; et pour terminer le plus réactif, le radical hydroxyle HO (Waszczak et al., 2018). Les
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plantes utilisent les ROS au sein de leur cellules végétales comme des molécules signaux pour
controler de nombreux processus biologiques en lien avec leur environnement biotique ou
abiotique (Baxter et al., 2014; Liu et al., 2017; Mittler et al., 2011; Suzuki and Katano, 2018;
Wojtaszek, 1997).

La signalisation par les ROS lors d’un stress biotique agit en tant que messager
secondaire localement et systémiquement pour déclencher des réponses immunitaires (Baxter
et al., 2014; Torres and Dangl, 2005; Wojtaszek, 1997). La perception des pathogenes par les
plantes conduit a une production rapide, spécifique et forte de molécules ROS, par I’activation
principalement des protéines RBOHD et RBOHF (Kadota et al., 2015; Liu and He, 2016; Liu
et al., 2017). Ces deux protéines ont un role important dans la signalisation et agissent en
synergie lors des réponses physiologiques activées par le systtme immunitaire de la plante
(Mittler et al., 2011). Des études ont permis d’identifier que la signalisation ROS, produite par
la NADPH oxydase RBOHD, ¢tait impliquée dans le controle de l'infestation par le puceron M.
persicae. Ce résultat a été obtenu pour différentes interactions plante-puceron (Czerniewicz et

al., 2017; Kerchev et al., 2012; Zhao et al., 2016).

Ces mémes genes, rbohd et rbohf, sont aussi important lors de stress abiotiques (Jalmi and
Sinha, 2015; Jaspers and Kangasjirvi, 2010; Kurusu et al., 2015). L’H>O, produit suite a
I’activation de la NADPH oxydase favorise le dépot de callose et contribue ainsi a l'occlusion
des tubes criblés du phloéme impactant 1’alimentation des pucerons (Louis and Shah, 2013).
Les ROS pourraient également affecter d'autres mécanismes de signalisation et de défense
(Louis and Shah, 2013). En effet, la production de molécules ROS peut restreindre I’entrée de
pathogénes via le déclenchement de processus comme la fermeture des stomates ou le
renforcement des parois cellulaire de la plante (Bradley et al., 1992; Macho et al., 2012). Les
ROS vont activer également I’expression de génes importants comme zatl2, géne impliqué
dans la réponse aux stress abiotiques et biotiques ou le géne zat7 dont le produit confére une
tolérance a divers stress abiotiques (salinité, froid) (Atkinson et al., 2013; Davletova et al.,
2005; Gadjev et al., 2006). Enfin, une étude récente a souligné encore une fois I’importance des
ROS dans la réponse aux stress environnementaux ou biotiques (Choudhury et al., 2017). En
effet, Coolen et al (2016) ont réalisé une analyse transcriptomique de la réponse d’A. thaliana
a trois stress appliqués de facon séquentielle et ont mis en évidence que le set de genes les plus
dérégulés ¢€té associé a une seule fonction : les ROS quelle que soit la combinaison des stress

(Coolen et al., 2016).
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c. Les MAP-kinases

Les cascades de signalisation activées par les MAP-kinases (Mitogen-activated protein
kinases ; MAPK) sont cruciales chez les eucaryotes dans la réponse a divers stimuli
environnementaux (Pitzschke et al., 2009). Que ce soit pour des stress abiotiques (WD ou
chaleur) ou suite a la détection d’un pathogene, il est important pour la plante d’activer la
synthese de protéines de défense (Taj et al., 2010). Suite a une cascade de phosphorylation
suivante : une MAPK kinase kinase (ou MAPKKK) va phosphoryler une MAPK kinase
(MPAKK) qui elle-méme va phosphoryler une MAPK, il y a une mise en place de réponses tres
rapides (Pitzschke et al., 2009; Zhang and Klessig, 2001). Cette derniere MAPK va activer une
ou plusieurs autres protéines en aval, comme par exemple des facteurs de transcription, tels que
les WRKY (répresseurs ou activateurs de processus importants pour les défenses de plante)
(Pitzschke et al., 2009; Rushton et al., 2010). Cette réorganisation de la transcription nucléaire
a pour but d’activer les défenses de la plante, avec pour résultante un renforcement de la paroi
ou encore une production de composés antimicrobiens (Zhang and Klessig, 2001). Chez A.
thaliana 110 geénes codent pour des composants (dont certains putatifs) des voies de
signalisation des MAPK, avec environ 20 MAPK, 10 MAPKK et 80 MAPKKK (Pitzschke et
al., 2009). La taille imposante de cette famille de protéines suggere que ces molécules sont
importantes pour la survie de la plante en réponse a des stimuli externes (Ludwig et al., 2005).
Cette hypothése semble étre confirmée par certaines €tudes montrant que de nombreux
effecteurs de type Il de Pseudomonas ciblent des MAPK (Xin and He, 2013). Chez 4. thaliana,
la MAPKG6 est activée en réponse au froid et a des stress salins mais €également en réponse a des

stimuli induits par des agents pathogenes (Niihse et al., 2000; Zhu et al., 2007).
d. La signalisation hormonale

Lors d’un stimulus externe, provoqué par I’environnement abiotique ou par un pathogene,
les phytohormones ont également un role central tout en assurant la croissance et le
développement des plantes (Davies, 2012; Rejeb et al., 2014). Lors d’une réponse a un stimulus
extérieur les différentes voies hormonales n’agissent non pas de maniére indépendante, mais en
interactions synergiques ou antagonistes (Peleg and Blumwald, 2011; Spoel and Dong, 2008).
Trois hormones végétales sont connues pour leur role majeur dans la réponse a un stress
biotique : I’acide salicylique (SA), I’acide jasmonique (JA) et I’éthyléne (ET) (Bari and Jones,

2009). En général, ’acide jasmonique et 1’éthyléne sont associés a des mécanismes de lutte
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contre des pathogeénes dits nécrotrophes ou contre les insectes herbivores alors que 1’acide
salicylique joue un role important dans 1’activation des défenses de la plante contre des
pathogenes biotrophes y compris les virus (Bari and Jones, 2009). Plusieurs études ont décrit
I’effet inhibiteur de 1’acide salicylique sur le mouvement systémique de divers virus (Horvath
et al., 2007; Janda and Ruelland, 2015; Naylor et al., 1998). Cette hormone est connue pour
induire la réponse SAR (Systemic acquired resistance) mais d’apres quelques études, elle cause
¢galement un retard dans le mouvement systémique du CMV ainsi qu’une inhibition de ce
mouvement chez le CaMV et le Plum pox virus (PPV), sans pour autant altérer la réplication
ou le mouvement de cellule a cellule de ces virus (Alamillo et al., 2006; Love et al., 2012;
Naylor et al., 1998). De plus, I’acide jasmonique semble étre important dans la réponse au stress
abiotique comme la chaleur ou le stress salin (Kazan, 2015). La voie de 1’acide jasmonique
intervient aussi dans la résistance contre M. persicae. En effet, Ellis et al. (2002) ont mis en
¢vidence que des plantes contenant des niveaux plus €levés en acide jasmonique €taient plus
résistantes a une infestation par M. persicae (Ellis et al., 2002). De plus, la voie de I’acide
jasmonique est connue pour favoriser chez A. thaliana l'accumulation de métabolites
(phytoalexine, camalexine, N-acétylornithine) qui sont préjudiciables a M. persicae en
réduisant sa fécondité (Adio et al., 2011). Les voies hormonales de I’acide jasmonique et de
I’acide salicylique sont antagonistes ce qui suggere que la réponse des plantes est adaptée au
pathogeéne et a sa stratégie d’infection (Bari and Jones, 2009). Concernant 1’éthyléne, sa
concentration est ¢levée dans des plantes infestées de pucerons (Argandofia et al., 2001;
Mantelin et al., 2009). Différentes expériences ont prouvé que la signalisation de 1'éthylene est
impliquée dans l'expression de genes favorisant la résistance a M. persicae et a la réponse a des
pathogénes (Anstead et al., 2010) et peut médier ’infection virale par les pucerons (Bak et al.,
2019). L’acide jasmonique et I’éthyléne semblent aussi avoir des rdles importants dans la

tolérance a des stress abiotiques comme le WD (Kazan, 2015).

L’ ABA (acide abscissique) est une hormone qui a un réle crucial dans la réponse des plantes
a des stress multiples (Wilkinson and Davies, 2002). L’ ABA semble étre un régulateur négatif
des voies de défense SA et JA/éthyléne normalement activées lors des stress biotiques (Adie et
al., 2007; Kissoudis et al., 2015; Lievens et al.,, 2017). Il semblerait méme que certains
pathogénes exploitent ce role de I’ABA dans la suppression des mécanismes de défense. Par
exemple, Pseudomonas syringae type 11l sécrete des effecteurs (T3SE) qui ciblent la voie de

I’ABA chez A. thaliana pour déclencher la maladie (Asselbergh et al., 2008). Cependant,
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certaines études ont aussi décrit des effets positifs de I’ABA sur les mécanismes de défense a
des agents pathogeénes. En effet, Melotto et al., ont montré que 1’induction de la fermeture des
stomates par I’ABA empécherait I’entrée de certains agents pathogeénes (Melotto et al., 2006).
L’action de ’ABA sur les mécanismes de défense pourrait donc étre dépendante des
caractéristiques de I’infection mise en jeu (nature de 1’agent pathogeéne et temps d’infection)
(Melotto et al., 2006). L’ ABA est une hormone aussi trés importante pour répondre en autre au

WD en contrdlant la conductance stomatique et la transpiration foliaire (voir chapitre 1).

Cell wall/apoplast

Figure 8 : Modéle représentant les interactions existantes entre un_stress abiotique et un
stress biotique (d’aprés Rejeb et al., 2014). Les stress biotiques et abiotiques détectés par la
cellule végétale déclenchent une signalisation rapide (ROS, Ca?") qui vont activer des voies de
signalisation communes aux différents types de stress (MAPK et production de ROS). Les
MAPK occupent une position centrale dans la diaphonie entre le Ca?* et les ROS ainsi que dans
I’émission du signal suite a un stress spécifique. L'importance de la voie de signalisation ROS
a également été décrite que ce soit pour les stress abiotiques ou biotiques et peut donc constituer
un ¢lément crucial de réponses croisées. La signalisation hormonale est majeure dans
l'adaptation aux stress. Alors que I’ABA est principalement impliqué dans I’adaptation au stress
abiotique, I’acide salicylique (SA), le jasmonate et 1’éthyléene (JA / ET) sont davantage
impliqués dans les réponses aux stress biotiques. Ces différentes voies de signalisation
hormonale peuvent interagir de manicre synergique ou antagoniste et ce, de manicre tres
complexe.
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3- Interactions entre les stress abiotiques et les traits viraux

a. Modification de I’accumulation virale dans I’hote par [’environnement

Des travaux récents montrent que les virus phytopathogenes réagissent a différents stress
abiotiques impos¢€s a la plante hote, notamment en termes d'augmentation de I'accumulation
virale dans les plantes (Aguilar et al., 2015; Canto and Palukaitis, 2002; Dorokhov et al., 2012;
Huang et al., 2012; Matros et al., 2006; Parizipour et al., 2018; Suntio and Mékinen, 2012;
Szczepaniec and Finke, 2019; Zhang et al., 2012).

En condition de stress salin ou lors d’une blessure, 1’expression du Potato virus A dans les
feuilles de tabac infectées (Nicotiana benthamiana) augmente et est certainement liée a la
signalisation calcique (Suntio and Makinen, 2012). En général, en condition de CO:
atmosphérique élevé, I’accumulation virale est diminuée. En effet, ’accumulation virale du
TYLCV (Tomato yellow leaf curl virus) chez la tomate (Solanum lycopersicum) ou du PVY
chez le tabac sont réduites (Huang et al., 2012; Matros et al., 2006). Cette réduction de
I’accumulation induit une plus faible virulence chez les plantes et semble li¢ a une altération
des voies de signalisation SA et JA (Huang et al., 2012; Matros et al., 2006). De méme pour le
pathosystéme PVX (Potato virus X) et le tabac (Aguilar et al., 2015).

En condition de haute température, 1’accumulation du Potato virus A, du Peanut stunt virus
ou du PVY augmentent chez le tabac (Chung et al., 2016; Obrepalska-Steplowska et al., 2015).
A contrario, I’accumulation virale diminue dans les pathosystemes bl¢ / orge (Triticum
aestivum | Hordeum vulagare) et Wheat dwarf virus, tabac / Tobacco mosaic virus ou A.
thaliana / Turnip crinkle virus (Canto and Palukaitis, 2002; Parizipour et al., 2018; Zhang et
al., 2012).

De plus, aucun effet a ét€¢ montré sur I’accumulation du Barley yellow dwarf virus et du
Cereal yellow dwarf virus lors d’une augmentation importante de la nutrition du sol (P et N)
dans des plants d’avoine (4vena sativa) (Lacroix et al., 2017). Enfin, lors d’un stress lumineux,
I’accumulation du Turnip crinkle virus chez A. thaliana est modifiée en fonction de I’intensité
lumineuse (Ballaré, 2014; Chandra-Shekara et al., 2006). Une forte intensit¢ lumineuse
augmente la multiplication du TuMV ou diminue celle du CMV chez plusieurs accessions

naturelles d’A. thaliana (Montes and Pagan, 2019).
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Par conséquent, suivant les conditions environnementales et le pathosysteme ¢tudié,
I’accumulation virale in planta peut diminuer ou augmenter. La réponse a 1’environnement en

termes d’accumulation virale semble difficile a prédire.

b. Altération de la transmission virale suite a une modification de [’environnement

abiotique

La transmission virale est une étape clé qui assure la survie du pathogene dans son
environnement (Bragard et al., 2013). Dans le cas de la transmission vectorielle, qui représente
la tres grande majorité des cas, celle-ci est largement conditionnée par des caractéristiques liées
au vecteur (e.g. comportement alimentaire, temps de développement, longévité, fécondite,
migration) (Bragard et al., 2013; Fereres and Moreno, 2009; Nachappa et al., 2016; Scherm,
2004). Dans ce cadre, I’impact de I’environnement abiotique sur la biologie du vecteur a été
étudié comme facteur pouvant influencer la transmission sans pour autant I’évaluer
expérimentalement jusqu’a trés récemment (Chung et al., 2016; Dader et al., 2016; van Munster

et al., 2017; Nachappa et al., 2016; Yvon et al., 2017).

Ainsi, il semblerait que la transmission de certains virus comme le CaMV et le TuMV
soit directement affectée par le statut physiologique de la plante hote (van Munster et al., 2017).
Dans ces expériences un WD appliqué a des plants de navets (Brassica rapa) infectés optimise
la transmission du CaMV et du TuMYV par le puceron vecteur M. persicae (van Munster et al.,
2017). Méme si une altération du comportement alimentaire du puceron n’est pas completement
¢cartée 1l semblerait que cette augmentation de la transmission soit plutét due a la capacité du
virus a réagir a des modifications de son environnement (Gutiérrez et al., 2013; Martinicre et
al., 2013). Ces deux virus transmis selon le mode non circulant sont capables de percevoir la
présence du vecteur ou un signal de stress abiotique (CO2, H2O») et réagir en conséquence en

modifiant leur comportement intracellulaire (Berthelot et al., 2019; Martiniere et al., 2013).

Dans le cas du CaMV, suite a la piqure du puceron, la protéine Helper P2 se relocalise
instantanément sur les microtubules, facilitant 1’acquisition du complexe transmissible
(Martiniere et al., 2013). Ce phénomene est réversible et la protéine P2 réintégre le corps a
transmission (lieu de stockage cellulaire de cette protéine virale) une fois le signal de stress
disparu (Martiniere et al., 2013). Trés récemment, un phénomene similaire a ét¢ démontré dans

le cas du TuMV (Berthelot et al., 2019). Dans ce cas, la protéine Helper (protéine HC-pro) suite
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a un signal de stress de type H>O; s’associe sous forme de polymeéres grace a I’induction de
ponts cystéine intermoléculaires afin de former un complexe transmissible corrélé a une
augmentation du taux de transmission (Atreya et al., 1992; Berthelot et al., 2019). A ce jour ce
sont les deux seuls virus de plantes pour lesquels ce phénomene « d’activation de la

transmission » a été décrit.

En revanche, lorsqu’un WD est cette fois appliqué a des plants d’A. thaliana infectés
par le Turnip yellows virus (TuYV), un virus circulant appartenant a la famille des lutéovirus
le taux de transmission est fortement réduit (Yvon et al., 2017). 1l semblerait dans ce cas que
ce soit le comportement alimentaire du puceron qui soit en cause. L’acquisition de ce virus
circulant au niveau du phloéme serait altérée par le WD, se traduisant par une accumulation
virale dix fois moins importante dans les pucerons se nourrissant sur ces plantes comparée a
des pucerons se nourrissant sur des plantes controle infectées (Yvon et al., 2017). Les pucerons
sur plantes stressées compenseraient la baisse de pression osmotique en se nourrissant
davantage dans les vaisseaux du xyléme ou ce virus est absent (le TuYV est un virus restreint

au phloeme) (Esau and Hoefert, 1972; Vickers, 2012).

Lorsque d’autres types de stress abiotiques sont appliquées, I’effet sur la transmission
peut étre différent. Il a été observé une diminution de la transmission du CMV (Déder et al.,
2016) (Cucumber mosaic virus) chez des plants de poivrons (Capsicum annuum) lorsque les
plantes receveuses €taient soumises a une augmentation de la teneur de CO, atmosphérique.
Cette diminution de transmission semble liée a une diminution du temps de salivation des
pucerons M. persicae mais pas a la phase d’ingestion dans le phloéme. De plus, elle semble li¢e
a une qualité tissulaire inférieure ainsi qu’un ratio C / N défavorable des plants de poivrons
(Dader et al., 2016; Sun et al., 2016). Cette baisse de transmission a aussi €ét¢ observé sur des
plantes sources ayant poussées en condition de CO; atmosphérique élevé et de forte température
(30°C) chez le pathosystéeme Potato virus Y / tabac et le puceron M. persicae (del Toro et al.,
2019). L’intensité lumineuse modifie ¢galement la transmission, via les graines, du TuMV chez
plusieurs accessions naturelles d’A. thaliana alors que ce méme stress n’a aucun effet sur la

transmission verticale du CMV chez ces mémes accessions (Montes and Pagan, 2019).

Il semblerait donc que selon le couple virus-plante hote, les réponses en termes de

transmission soient différentes et trés complexes. A ce jour les facteurs pouvant expliquer une
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meilleure ou plus faible transmission en condition de stress abiotique ne sont pas clairs et peu

connus.

1- Arabidopsis thaliana : plante modeéle

Arabidopsis thaliana (L.) Heyn (2n = 10) couramment appelée 1’ Arabette des dames est
une plante annuelle en forme de rosette appartenant a la famille des Brassicaceae (Alonso-
Blanco and Koornneef, 2000). Le genre Arabidopsis comprend neuf espéces (e.g. A. halleri, A.
lyrata) dont A. thaliana et huit sous-especes différentes (O’Kane and Al-Shehbaz, 1997). Cette
classification est assez récente et est fondée sur les études phylogéniques, morphologiques et
moléculaires de O'Kane & Al-Shehbaz (O’Kane and Al-Shehbaz, 1997, 2003). La plupart des
especes sont localisées en Europe, mais A. thaliana présente une distribution mondiale occupant
des habitats trés variés mais majoritairement prépondérante sur des sols sablonneux ou argileux,
souvent dans des zones labourées et cultivées (Baduel et al., 2016; Koornneef et al., 2004; Li
et al., 1998). Des caractéristiques spécifiques liées a son cycle de vie (germination et initiation
de la floraison) pourraient expliquer cette large distribution géographique et son adaptation a
différents habitats (O’Kane and Al-Shehbaz, 1997). Sur la base de ces deux traits, deux groupes

de plantes sont décrites :

- Les accessions annuelles hivernales germent a la fin de I’été / début de
I’automne et passent I’hiver sous la forme végétative (rosette) puis initient
leur floraison au printemps, suivant 1’accession, la phénologie peut étre tres
rapide (moins de 20 jours) ou tres longue (plus de 100 jours) (Shindo et al.,
2007).

- Les accessions annuelles estivales réalisent ’ensemble de leur cycle de vie
au cours de I’été tant que les conditions sont favorables a la production de
graine et donc sur une plus courte période (en moyenne 6 semaines) (Shindo

et al., 2007).

En général au vu des conditions climatiques, les accessions du nord de I’Europe sont
des plantes annuelles hivernales alors que dans le sud et ’est de I’Europe les deux catégories

d’accessions sont retrouvées (Koornneef et al., 2004; Shindo et al., 2007). Au sein de ces deux
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groupes, un grand nombre d’accessions présentent des caractéristiques différentes, a la fois
morphologiques, physiologiques, phénologiques et par leur réponse a I’environnement biotique

et abiotique (Koornneef et al., 1991, 2004; Lee et al., 1993; Vaughn et al., 2007; Weigel, 2012).

Arabidopsis thaliana, plante modele, posseéde un génome d’environ 120 Mb constitué
de 5 chromosomes (Shindo et al., 2007; Theologis et al., 2000). Son cycle de vie court et son
génome réduit en font un outil moléculaire privilégié (croisements entre accessions ; mutants)
(Alonso-Blanco and Koornneef, 2000). Ces caractéristiques ont ainsi permis de décortiquer des
mécanismes physiologiques primordiaux (i.e. voies hormonales, genes impliqués dans la
croissance, la floraison). Les nouvelles technologies d’édition du génome comme les CRISPR-
Cas9 ont permis de créer des nouveaux mutants de maniere peu couteuse et ciblé, et de créer
une grande banque de mutants pour étudier la fonction de génes (Zhang et al., 2016). De plus,
la grande variabilité naturelle d’accessions, permet de réaliser des études a la fois de GWAS
(Genome-Wide Association Study) ou de QTL (Quantitative Trait Locus) (Alonso-Blanco et
al., 2016; Filiault and Maloof, 2012; Korte and Farlow, 2013; Rubio et al., 2019). Ces études,
réalisées sur un grand nombre d’accessions, permettent de détecter des genes ou des locus sur
le génome de la plante importants pour la réponse a I’environnement ou a la résistance a des
pathogeénes qu’on peut retrouver dans des populations naturelles. De plus, des projets comme
le 1001 génomes (http://1001genomes.org) ont permis d’enrichir les bases de données et les
ressources génétiques disponibles (annotation de genes) ce qui permet d’avoir acces a une
grande collection de mutants (Alonso-Blanco et al., 2016). Enfin, il est possible de retrouver un
ensemble de données transcriptomique, protéomique et métabolomique dans diverses
conditions environnementales ou de stades de développement (Alonso-Blanco et al., 2016;

Garcia-Hernandez et al., 2002; Lamesch et al., 2012; Swarbreck et al., 2008).

En virologie A. thaliana représente également une plante modele car c’est une plante
hote compatible pour de nombreuses especes virales, environ 40 espeéces virales et 18 genres
(i.e. Alfalfa mosaic virus, Turnip crinkle virus, Cucumber mosaic virus, Plum pox virus, Turnip
yellow mosaic virus, Faba bean necrotic yellow virus) (Ouibrahim and Caranta, 2013). Ces
différentes especes virales peuvent se multiplier dans 4. thaliana et s’accumuler en induisant

des symptomes d’infection et des effets sur la croissance (Ouibrahim and Caranta, 2013).

Cependant, notre connaissance sur la capacité de ces virus a infecter 4. thaliana en

condition naturelle reste rare. Une seule étude rapporte la surveillance au champ de cing espéces
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virales, le CaMV, le Turnip crinkle virus (TCV), le Turnip mosaic virus (TuMV), le Cucumber
mosaic virus (CMV), le Turnip yellow mosaic virus (TYMV) dans six populations sauvages
d’A. thaliana originaire du centre de I’Espagne au cours d’une période de quatre ans (Pagén et
al., 2010). A I'exception du TCV et du TYMYV, qui n'ont pas été détectés au cours de la premiére
année de I'étude, tous les virus ont été détectés chaque année dans au moins une population d’4.
thaliana. L'incidence rapportée était maximale pour le CMV, avec une moyenne de 24% de
plantes infectées sur tous les sites et toutes les années. La co-infection était tres fréquente, les
pourcentages de plantes infectées par le CaMV, le CMV, le TYMV, le TCV et le TuMV co-
infectés par un autre virus atteignant 58,2%, 32,9%, 64,7%, 76% et 69,2% respectivement
(Pagan et al., 2010). Le fait que tous ces virus infectent les especes de Brassicaceae dans leurs
habitats naturels suggere que d’autres virus adaptés aux cruciferes, tels que TMV (Tobacco
mosaic virus), BWYV (Beet western yellow virus) ou le TRV (Tobacco rattle virus) pourraient
¢galement étre des agents pathogenes naturels d’A. thaliana. Certaines études ont mis en
¢vidence aussi qu’il existe des genes de résistance qui permettent a certaines accessions (p. ex
accession En-2 et CaMV) de bloquer la propagation du virus ou des geénes de tolérance qui vont
permettre de limiter I’accumulation virale ou la sévérité des symptomes (Adhab et al., 2018;
Leisner et al., 1993). A. thaliana est d’ailleurs considérée comme une source pour
I’identification de nouvelles résistances aux virus (Adhab et al., 2018; Callaway et al., 1996;

Ouibrahim and Caranta, 2013).

2- Un Caulimovirus : le Cauliflower mosaic virus (CaMV)

Le virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV pour Cauliflower mosaic virus) appartient
a la famille des Caulimoviridae (Cecchini et al., 1998). Le CaMV infecte principalement les
plantes appartenant a la famille des Brassicaceae telles que Brassica rapa ou A. thaliana et
quelques Solanacées (Schoelz et al., 1986). Il existe une grande diversité d’isolats de CaMV
(Cecchini et al., 1998). Ces isolats induisent sur les plantes hdtes sensibles une variété de
symptomes allant d’une chlorose au niveau des feuilles (décoloration des nervures,
marbrures/gaufrage des feuilles), une réduction de la croissance sans pour autant entrainer de
dégats majeurs au niveau de la production (Doumayrou et al., 2013a; Melcher, 1989). Ces

symptdmes sont plus ou moins importants selon la nature de 1’hote (Leisner and Howell, 1992).

Les particules virales sont icosaédriques, de 520 A de diamétre. La particule est

constituée de trois niveaux concentriques form¢ par 420 sous unités de la protéine de capside
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(P4), entourant une grande cavité d’un diamétre d’environ 250 A comprenant le génome viral
(Hoh et al., 2010). Celui-ci est constitué d’une molécule d'ADN circulaire double brin de 8 000
pb, comportent sept grandes ORFs dont six codant pour des protéines essentielles a sa
multiplication, au mouvement et sa transmission par vecteur (Haas et al., 2002). Le génome du
CaMV est le premier génome viral de plante a avoir été entierement séquencé (Franck et al.,

1980).

Lors de I’entrée du CaMV dans la cellule hote, les particules virales sont importées vers
le noyau ou il y a formation d’un mini chromosome (Olszewski et al., 1982). Par la suite, I’ARN
polymérase II cellulaire synthétise deux transcrits majeurs (I’ARNm 35S et I’ARNm 19S) qui
sont exportés dans le cytoplasme de la cellule ou ils seront traduits (Mazzolini et al., 1985).
Dans un premier temps la protéine P6 codée par ’ARNm 19S va étre synthétisée (Bureau et
al., 2004). Celle-ci est indispensable a la traduction du brin d’ARNm 35S polycistronique qui
va produire toutes les autres protéines virales (Haas et al., 2002). Il y a ensuite un mouvement

de cellule a cellule des particules virales via les plasmodesmes (Haas et al., 2002).

P1 (40 kDa) est la protéine de mouvement intervenant dans le déplacement de cellule a
cellule et est capable d’interagir avec les plasmodesmes afin de former des structures tubulaires
a I’intérieur desquels les virions vont pouvoir passer dans les cellules adjacentes (Perbal et al.,
1993; Schoelz et al., 2015). P2 (18 kDa) joue un rdle essentiel dans la transmission du virus par
les pucerons et fait le lien entre le virion (capside contenant le génome viral et décorée de la
protéine P3) et des récepteurs présents dans les stylets du puceron (Drucker et al., 2002;
Martiniére et al., 2009; Uzest et al., 2007; Webster et al., 2018). La protéine P3 (15 kDa) est
indispensable a I’infection systémique des plantes et est associée a la capside virale (Cheng et
al., 1992; Dautel et al., 1994; Dixon et al., 1983). Ces deux protéines (P2 et P3) sont
indispensables pour la transmission du virus par le vecteur en participant au complexe
transmissible (Figure 8C) (Haas et al., 2002). Le produit du géne IV est la protéine de capside,
qui est synthétisée sous forme de précurseur qui est ensuite maturée par plusieurs clivages
réalisés par la protéase virale codée par le gene V (Torruella et al., 1989). La protéine de capside
possede plusieurs motifs particuliers (e.g. motif PEST, NLS) qui sont tous indispensables a la
mise en place de I’infection virale (Karsies et al., 2001). La protéine P5 est une polyprotéine
multifonctionnelle de 78 kDa indispensable a la réplication de virus. Elle a une activité protéase
aspartique en N-terminal qui permet sa propre maturation et celle de la protéine de capside

(Torruella et al., 1989). La protéine P6 est une protéine multifonctionnelle de 62 kDa traduite
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dans le cytoplasme de manicere plus précoce que les autres protéines. C’est la protéine la plus
abondante dans les cellules infectées puisqu’elle est le constituant majeur des usines virales et
indispensable pour la traduction de I’ARNm 35S (Haas et al., 2005). Elle est impliquée dans la
symptomatologie et dans la détermination du spectre d’hote (Schoelz et al., 1986).

La synthese des protéines se déroulent au niveau des corps d’inclusion denses qu’on
appelle aussi usines virales (VF) présentes en grands nombres dans chaque cellule infectée et
qui contiennent les virions assemblés (Martinicre et al., 2009). Il existe un autre type de corps
d’inclusion, généralement unique par cellule, qui se forme au cours de I’infection : le corps a
transmission (TB) contenant la totalité des protéines P2 ainsi que quelques molécules P3 et

quelques rares particules virales (Khelifa et al., 2007).

Le CaMV est I’'un des virus les mieux étudiés en ce qui concerne la transmission non
circulante. Il est transmis par une trentaine d’especes de pucerons (e.g. Brevicorynae brassicae,
Acyrthosiphon pisum, Megoura viciae, Rhopalosiphum padi, Aphis fabae) et en particulier
Myzus persicae (Stratford and Covey, 1989). La transmission du CaMV par tout autre type de
vecteur ou par l'intermédiaire de graines ou de pollen n'a jamais été rapportée dans la nature, et
aucune propagation par contact plante a plante ne semble se produire, bien que le CaMV puisse
étre facilement inoculé mécaniquement aux plantes hotes (Markham et al., 1987; Moreno et al.,
2005). Lors de la transmission, la piqlire du puceron vecteur dans une cellule infectée va
provoquer une contrainte mécanique (mouvement des stylets) et / ou une contrainte chimique
(par exemple, provoquée par des composants de la salive) (Vos and Jander, 2009). Ce stress est
immédiatement percu par la plante et peut induire des réponses ultérieures de défenses. Le
signal initial de reconnaissance du puceron génere un afflux de tubuline dans le TB (Blanc et
al., 1996). Dans une deuxiéme étape, le TB se désinteégre rapidement, et toute la P2 ainsi que
des particules virales vont se relocaliser sur les microtubules corticaux. Les complexes P2-virus
transmissibles sont ainsi répartis de fagcon homogene sur tout I’ensemble de la cellule, ce qui
augmente considérablement les chances de succes de liaison de P2 et de virus aux stylets de
I’insecte vecteur et donc augmente les chances de transmission du CaMV. Apres le départ du
puceron vecteur (chargé de P2 et virus), un nouveau TB se reforme et la cellule infectée revient

dans I’¢état « initial d’attente » (Martiniére et al., 2013).
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Figure 9: Informations concernant le virus CaMV, ses symptomes, sa multiplication, son
génome et sa transmission (d’aprés Haas et al., 2002 and Hoh et al., 2010). (A) Le CaMV
provoque des maladies qui se manifestent par des symptomes du type « mosaique ». (B) Le
génome du CaMV est composé de sept grandes ORFs qui sont représentées par un code couleur
et des fleches et qui sont décrites dans le corps de texte. (C) Modele structural. Reconstruction
par cryo-microscopie de la particule virale P4 (en jaune) décorée par les protéines P3 (en bleu).
(D) Les principales étapes du cycle viral sont: (1) I'entrée du virus dans la cellule hote médiée
par le puceron, (2) transport des particules virales vers le noyau, désassemblage et transcription
des ARNm (3) Aprées exportation des ARNm 19S et 35S dans le cytoplasme, traduction des
différentes protéines virales, (4) formation de nouveaux virions dans les usines virales, (5 et 6)
export des particules virales et mouvement de cellule a cellule via les plasmodesmes, (7)
accumulation de la totalité de la protéine P2 produite dans le corps a transmission.
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3- PHENOPSIS : une plateforme de phénotypage a haut débit

L’¢étude de la génomique via 4. thaliana permet de mieux comprendre les processus
impliqués dans les réactions des plantes aux stimuli environnementaux (O’Kane and Al-
Shehbaz, 1997). Actuellement, le principal défi est I’analyse phénotypique de cette variabilité
génétique, qui nécessite 1’analyse simultanée de centaines, voire de milliers de plantes. Le
phénotypage est relativement facile a réaliser lorsque les caractéristiques des plantes sont
définies de manicre binaire (i.e. floraison / non floraison, mort / vivant) et lorsque les conditions
environnementales sont définies comme le résultat d'une simple action (allumer / éteindre,
arroser / ne pas arroser) (Granier et al., 2006). Cependant, le phénotypage est plus complexe
lorsque les caracteres €tudiés sont quantitatifs (i.e. croissance, photosynthése) et lorsque les
conditions environnementales varient quantitativement ou naturellement (i.e. intensité
lumineuse ou état hydrique du sol). L'analyse quantitative de la variation des traits complexes
nécessite la mise en place d'un cadre analytique robuste, tel que développé dans le domaine de
la génétique quantitative (Frankham, 1999). Dans ce cas, le phénotype n'est pas statique et est
mieux défini par une série de courbes de réponse aux stimuli environnementaux (Reymond et
al., 2003; Tardieu, 2003). L’inconvénient de ces analyses de « courbes de réponse » est qu’elles
prennent beaucoup de temps et nécessitent le controle précis des conditions environnementales
de sorte que la seule variable environnementale qui change soit celle qui nous intéresse. Pour
pallier a ces contraintes, une plateforme de phénotypage a haut débit PHENOPSIS a été mise
en place il y a quelques années au sein du LEPSE (Granier et al., 2006; Rymaszewski et al.,
2018). Cet automate a ét¢ mis en place dans une chambre de culture ou les conditions

environnementales sont strictement contrélées (Granier et al., 2006).

Cet automate a permis d’étudier I’impact de plusieurs stress environnementaux (i.e.
WD, haute température, CO2, stress salin) sur la croissance de plante (e.g. 4. thaliana, colza,
tomate), la photosynthese, la morphologie des feuilles (Aguirrezabal et al., 2006; Bresson et
al., 2015; Koch et al., 2018; Rymaszewski et al., 2017; Vasseur et al., 2014, 2018; Vile et al.,
2012). L’effet additif ou en interaction de plusieurs stress comme la température et le WD ont
¢galement été étudiés (Vile et al., 2012). L’¢étude de plusieurs génotypes d’A. thaliana au sein
de l’automate a permis aussi de valider des hypothéses écologiques importantes liées a

I’acquisition ou a la conservation des ressources (Vasseur et al., 2012, 2018). De plus, cet
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automate a €té utilis€¢ pour étudier I’effet d’un agent biotique (PGPR) sur la croissance des

plantes lors d’un stress environnemental (WD) (Bresson et al., 2013).

Cet automate est composé d’un cadre en acier supportant 14 plateaux noirs comportant 36
alvéoles (chaque alvéole pouvant supporter un pot). Il est équipé d’un bras amovible, une
station d’irrigation, une station de pesée et une station d’imagerie permettant d’acquérir des
données phénotypiques non destructives. Le systeme de pesée et d’irrigation permet d’ajuster
précisément la teneur en eau des plantes. Les informations plus techniques sont développées

dans le chapitre Matériel et Méthode de ce manuscrit.

L’objectif général de ma thése est de comprendre les interactions virus - plante - vecteur en
contexte de déficit hydrique. La finalit¢ de mon sujet de thése est d’acquérir de nouvelles
connaissances sur I’impact de I’environnement abiotique sur les traits viraux ainsi que 1I’impact
d’une combinaison de stress abiotique et biotique sur la performance de la plante hote. Ces
nouvelles connaissances seront un point de départ a 1’étude plus approfondie des mécanismes
sous-jacent a ces différentes réponses. Pour répondre a notre problématique, nous avons mis en
place un travail transdisciplinaire alliant les compétences de virologues, d’écophysiologistes et

d’écologues.
Cette ¢tude a pour objectif de répondre a plusieurs questions :

- Quel est I’effet de la combinaison du WD et de I’infection par le CaMV sur
la croissance des plantes ?

- Le déficit hydrique peut-il modifier les traits viraux du CaMV ?

- Qu’en est-il des relations entre les traits viraux en condition optimale
d’irrigation et lors d’un WD ?

- Est-ce que des traits fonctionnels de la plante sont liés a des traits viraux ?

- Dans quelle mesure la tolérance de la plante au CaMV et au WD sont liés

aux traits et stratégies écologiques inhérentes de la plante ?

Pour répondre a ces questions, ce travail de thése est divisé en trois chapitres rédigés
sous forme d’articles. Le premier chapitre est une étude préliminaire sur 9 génotypes

d’Arabidopsis thaliana soumis a un déficit hydrique et a I’infection par le CaMV (Article 1 :
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Interactions between drought and plant genotype change epidemiological traits of Cauliflower
mosaic virus). Cette étude préliminaire a mis en évidence une réponse de plantes en termes de
croissance face a un stress combiné génotype-dépendant. De plus, nous avons montré que le
déficit hydrique modifiait la transmission par vecteur et 1’accumulation virale de certains
génotypes sans corrélation entre ces deux traits. Enfin, nous avons mis en évidence une
corrélation positive entre le niveau de virulence du CaMV et le taux de transmission par vecteur.
Lors d’'un WD appliqué aux plantes sources, cette corrélation entre ces deux traits viraux

disparait.

Le deuxieéme chapitre décrit deux expériences réalisées a la fois sur la phase végétative
mais aussi reproductive de 44 génotypes d’A. thaliana soumis a un déficit hydrique et a
I’infection par le CaMV (Article 2 : Genetic variation of Arabidopsis thaliana responses to
Cauliflower Mosaic Virus infection upon water deficit). Suivant les prévisions de la théorie du
triangle CSR de Grime sur les stratégies écologiques des plantes (stratégie compétitive,
tolérante aux stress ou rudérale), nous avons testé 1’hypothése voulant que le caractere rudéral
d’un génotype de plante soit positivement associ¢ a la tolérance a I’infection virale, et ce, quelle
que soit la disponibilit¢ en eau du sol. Nos résultats ont montré¢ que l'infection au CaMV
diminuait les performances végétatives des plantes et annihilait le succes de reproduction de
tous les génotypes. En général, le WD diminue les performances de la plante mais ne modifie
pas le classement de tolérance au CaMV des génotypes retrouvés en condition de WW. La
rudéralité varie significativement d’un génotype a 1’autre, elle est positivement corrélée a la
tolérance du génotype a I’infection virale en condition optimale d’irrigation et dans une moindre
mesure dans des conditions de WD. De plus, conformément au caractere rudéral du génotype,
nos résultats suggeérent que la tolérance du génotype aux deux stress est positivement corrélée
a une floraison précoce. Enfin, nos résultats montrent que la survie des plantes a l'infection par

le CaMV pourrait étre augmentée sous WD.

Le troisieme chapitre décrit I’impact du WD sur la modification des traits du CaMV lors de
I’infection de 24 génotypes d’A. thaliana (Article 3 : Water deficit changes the relationships
between viral traits of the Cauliflower Mosaic Virus across Arabidopsis thaliana genotypes).
Nous avons testé 1'hypothese selon laquelle des effets perturbateurs du WD sur les caracteres
morphologiques ou physiologiques des plantes entraineraient des modifications de certains
caractéres viraux, tels la virulence, 'accumulation au sein de I'hote et le taux de transmission

par vecteur. Les relations entre ces traits viraux ont également été analysées en condition
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optimale ou de WD, et comparées. Nos résultats montrent que le WD modifie significativement
la transmission virale et I’accumulation virale chez certains génotypes. Dans des conditions
optimales d'irrigation, la transmission est positivement corrélée a 'accumulation du CaMV dans
la plante. De méme, un génotype qui accumule fortement le CaMV semble plus tolérant a
I’infection virale. Sous WD, la corrélation entre la transmission et I'accumulation de CaMV est
inversée et devient significativement négative. La relation entre I'accumulation et la virulence
du CaMYV est également modifiée. De plus, une caractéristique morphologique importante des
plantes, le LDMC (densité tissulaire des feuilles), souvent considéré comme li¢ a la robustesse

des feuilles, est négativement reli¢ a la transmission et a I’accumulation du CaMV.
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Article 1: Interactions between drought and plant genotype change epidemiological
traits of Cauliflower mosaic virus

Objectifs du chapitre :

Le déficit hydrique et les infections virales sont des stress majeurs qui impactent la productivité
et la croissance des plantes. Au sein d’un écosysteme, ces deux contraintes peuvent étre
présentes de maniere simultanée. Dans cette étude préparatoire réalisée sur neuf génotypes
d’Arabidopsis thaliana infectés par le CaMV et soumis a un déficit hydrique les traits viraux
ainsi que les paramétres physiologiques de la plante hote ont été étudiés.

Les principales questions abordées ont été :

e Le déficit hydrique peut-il modifier les traits viraux du CaMV (i.e. la transmission,
I’accumulation virale ou la mise en place de la systémie) ?

e Quel est ’effet de la combinaison du déficit hydrique et de I’infection par le CaMV sur la
croissance de la plante ?

e Les traits viraux sont-ils affectés par un déficit hydrique subi par la plante hote ?

Cette étude qui a été publi¢e dans Frontiers in Plant Science a mis en évidence un effet majeur
du stress abiotique, en I’occurrence le déficit hydrique, sur la croissance des plantes comparé
au stress biotique (infection virale). L’effet du double stress, a quant a lui un effet délétére sur
la croissance de la plante plus important que 1’application d’un stress unique. La tolérance des
génotypes au déficit hydrique ne semble pas associée a une meilleure tolérance au CaMV.

Le développement de I’infection dans la plante hote a été suivi quotidiennement dans
des plantes se développant dans des conditions optimales ou de déficit hydrique. Nous avons
ainsi montré que le déficit hydrique avait un effet négatif sur le développement de I’infection
dans certains génotypes. De plus, nous avons montré que dans quelques génotypes d’A. thaliana
I’application d’un déficit hydrique modifiait I’efficacité de deux traits viraux : la transmission
par vecteur et I’accumulation intra-plante sans qu’il y ait un lien direct entre ces deux traits (e.g.
une plus forte accumulation corrélée a une meilleure transmission). Enfin, il a été possible de
détecter une corrélation positive entre le niveau de virulence du CaMV et sa transmission par
vecteur dans des conditions de culture optimales. En revanche lors d’un déficit hydrique cette
relation est rompue.
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Ces résultats laissent supposer que la virulence optimale d’un virus, comme discuté dans
I’hypotheése du compromis évolutif du « trade-off » entre virulence et transmission virale, est
fortement dépendante de 1'environnement abiotique et des parametres physiologiques de 1'hote
considéré. Cependant, avant de valider ces résultats, des expériences complémentaires faisant
intervenir une large diversité de souches virales et de génotypes de plantes doivent étre
réalisées.
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Michel Yvon', Alexis Bédiée?, Gaéile Rolland?, Myriam Dauzat? and
Manuella van Munster™

T BGRI, CIRAD, INRA, Montpelier SupAgro, Université de Maontpellier, Montpelier, France, 2 LERSE, INRA, Montpellier
SupAgro, Universits de Montpelier, Montpellier, France, * LABINTEX Eurcps, Instituto Nacional de Tecnologia Agrapecdria,
Montpsllisr France

Plants suffer from a broad range of abiotic and biotic stresses that do not occur in
isolation but often simultaneously. Productivity of natural and agricultural systems is
frequently constrained by water limitation, and the frequency and duration of drought
periods will likely increase due to global climate change. In addition, phytoviruses
represent highly prevalent biotic threat in wild and cultivated plant species. Several hints
support a modification of epidemiological parameters of plant viruses in response to
environmental changes but a clear quantification of plant—virus interactions under abiotic
stresses is still lacking. Here we report the effects of a water deficit on epidemiological
parameters of Cauliffower mosaic virus (CaMV), a non-circulative virus transmitted by
aphid vectors, in nine natural accessions of Arabidopsis thaliana with known confrasted
responses to water deficit. Plant growth-related traits and virus epidemiological
parameters were evaluated in PHENOPSIS, an automated high throughput phenotyping
platform. Water deficit had contrasted effects on CaMV transmission rate and viral load
among A. thafiana accessions. Under well-watered conditions, transmission rate tended
to increase with viral load and with CaMV virulence across accessions. Under water
deficit, transmission rate and virulence were negatively correlated. Changes in the rate
of transmission under water deficit were not related to changes in viral load. Our results
support the idea that optimal virulence of a given virus, as hypothesized under the
transmission-virulence trade-off, is highly dependent on the environment and growth
traits of the host.

Keywords: plant growth traits, viral load, viral transmission, virulence, tolerance, plant-virus interactions, water
deficit

INTRODUCTION

Under field conditions, plants are exposed to various biotic and abiotic stresses that can
impact their performance and their population dynamics and ecology (Suzuki et al., 2014;
Pandey et al., 2015 Prasch and Sonnewald, 2015; Ramegowda and Senthil-Kumar, 2015
Aou-ouad et al, 2017). In particular, soil water deficit (WD) and plant virus diseases are major
abiotic and biotic constraints impacting plant physiology and growth as well as agricultural
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productivity worldwide (Zhang and Sonnewald, 2017). The
relationships between host plants and viruses appear more
complex than previously described, particularly regarding the
role of perturbing environmental factors. To date, environmental
conditions and plant physiological mechanisms that can lead
to contrasted relationship with viruses, from mutualism to
increased pathogenicity, remain poorly studied (Roossinck,
2015). Few recent investigations combining abiotic and biotic
stresses clearly demonstrate that in addition to factors related to
the virus and plant genotype the fate of plant-virus interactions
also depends on the abiotic environment (Prasch and Sonnewald,
2013; Ramegowda and Senthil-Kumar, 2015; Fraile and Garcfa-
Arenal, 2016; Aguilar et al, 2017; Carr, 2017). A growing
body of data is uncovering the intimate entanglement of the
plant physiological pathways involved in responses to various
abiotic stresses and in defense against pathogens and herbivores
(Bostock, 2005; Pandey et al., 2015; Nejat et al., 2016). For
instance, antiviral plant immune responses may interact with
responses to additional environmental changes through cross-
talks among hormonal pathways (Alazem and Lin, 2015; Nejat
et al., 2016).

On the one hand, it has been shown that heat, drought or
salt stress enhance plant susceptibility to pathogens (Atkinson
et al., 2013; Kissoudis et al., 2015). On the another hand, viruses
can enhance the ability of plants to counteract abiotic stresses
by inducing drought or cold tolerance (Xu et al, 2008 Hily
et al, 2016). Although the mechanisms involved are not clear,
the authors evoked the increase of potential osmoprotectants in
virus-infected plants (Xu et al., 2008). In the case of Cucumber
mosaic virus (CMV), drought tolerance in Arabidopsis thaliana is
triggered by the 2b viral RNA silencing suppressor protein, a viral
protein interfering with abscisic acid-mediated plant signaling
(Westwood et al., 2013). It has been speculated that this effect of
2b may ultimately serve viruses by aiding host plants to survive
periods of environmental stress (Westwood et al., 2013).

Virus transmission is a key epidemiological parameter for
which most plant viruses rely on arthropods vectors (Bragard
et al.,, 2013). Impacts of abiotic stresses on virus spread have
long focused on the vector biology (e.g., developmental time,
longevity, fecundity, migration) and ecology (Nancarrow et al.,
2014; Davis et al., 2015). While most of these studies speculated
on a possible impact of environmental changes on the rate
of virus transmission, direct experimental support was only
brought very recently (Ddder et al,, 2016; Nachappa et al.,
2016; van Munster et al., 2017 Yvon et al, 2017). Because
some studies suggest that transmission should be positively
correlated to virulence, due to their shared relationship with
viral accumulation (Alizon et al., 2009; Froissart et al., 2010)
and that the environment may change viral transmission
rate, abiotic stresses may also affect the relationship between
these epidemiological parameters. Unfortunately, the plant’s
surrounding environment is most often ignored when studying
such epidemiological correlations (Fraile and Garcia-Arenal,
2016).

In the present study, we monitored the effect of WD on
various important viral life traits, such as viral accumulation,
virulence and transmission. In order to explore the genetic

variability of these traits and their relationships we selected nine
wild accessions of A. thaliana (L.) Heynh (Brassicaceae) with
known contrasted responses to WD (Rymaszewski et al., 2017).
All accessions were infected with the Cauliflower mosaic virus
(CaMV; Caulimoviridae), a non-circulative virus transmitted
by aphids, and grown under strictly controlled environmental
conditions in the high throughput phenotyping platform
PHENOPSIS (Granier et al., 2006). Interestingly, our results
suggest that the perturbing effects of WD on plant growth traits
can change the trade-off between virus accumulation, virulence
and transmission rate.

MATERIALS AND METHODS
Plant Material and Growth Conditions

We selected nine natural accessions of A. thaliana (Mr-0, Col-
0, Ct-1, Sha, Cvi-0, Mt-0, Bay-0, Ler-1 and Est-1) based on
their contrasted responses to drought (Rymaszewski et al., 2017).
Three to five seeds were sown at soil surtace in 225 ml pots filled
with a 30:70 (v/v) mixture of clay and organic compost (Substrate
SP 15% KLASMANN). Soil water content was estimated for each
pot before sowing, as previously described (Granier et al., 2006).
Subsequent changes in pot weight were attributed to change
in water status. Soil surface was moistened with a modified
one-tenth strength Hoagland solution, and pots were placed
in the PHENOPSIS growth chamber (Granier et al., 2006) in
the dark for 2 days at 12°C air temperature and 70% air
relative humidity. Pots were dampened with sprayed deionized
water three times a day until germination. During germination
phase (7 days), plants were cultivated under 8 h day length
(200 pmol m ™2 s™! photosynthetic photon flux density, at plant
height), airtemperature was set to 20°C, and air relative humidity
was adjusted in order to maintain constant water vapor pressure
deficit (VPD) at 0.6 kPa. Then, plants were thinned to one plant
per pot and grown at 21/18°C day/night while VPD was set
at 0.75 kPa. Each pot was daily weighed and watered with the
modified Hoagland solution to reach the target soil relative water
content (RWC,oq). RWC,q1 was maintained at 1.6 g HyO g1
dry soil until application of the WD treatment. One week before
the application of the WD treatment, watering was done with
deionized water until the end of the experiment (Figure 1A).

Virus Purification and Plant Inoculation
The CaMYV isolate Cabb B-JI (Delseny and Hull, 1983) efficiently
transmitted following a non-circulative strategy by the aphid
species Myzus persicae, was used in this study. Virus particles
were purified from CaMV-infected Brassica rapa cv. “Just Right”
(turnip) plants according to Hull and Shepherd (1976). The
quality and the quantity of purified virus were assessed by
polyacrylamide gel electrophoresis under denaturing conditions
(12% SDS-PAGE) and by spectrometric measurements at 230,
260, and 280 nm (NanoDrop 2000 spectrophotometer). Virus
concentration was estimated by spectrometry using the formula
described by Hull and Shepherd (1976).

One-month-old A. thaliana plants (20 plants per accession per
treatment) were mechanically inoculated as previously described
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FIGURE 1 | Schematic representation of the experiment and timing of measurements. (A) Plant inoculation (mock- or CaMV; black arrow) was realized 33 days after
germination and corresponds to the beginning of symptom scoring. One week later, soil water deficit treatment (WD; red arrow) was applied by stopping watering.
Mean soil water content of individual pots during the course of the experiment is represented in the second panel. Scil relative water content was maintained at
160% in the control treatment (WW; black line) while stopping irrigation in the WD treatment brought the soil water content to 56% after 7 days and was maintained
to this value by an adequate water supply (WD; red line). At the end of the experiment (day 57), viral traits (virulence, transmission efficiency and viral accumulation in
source plants) were estimated. (B) Symptom monitoring was performed daily (from 9 to 25 dpi) on CaMV-infected:WW (n = 20) and CaMV-infected:WD (n = 20)
plants. Symptoms were scaled 0, 1, or 2 for no symptom (symptom on inoculated leaves), presence of symptoms on a single non-inoculated leaf, or systemic

Single non-
inoculated leaf

1 2

Systemic

(Blanc et al., 1993) with a mix containing CaMV-infected turnip
extract enriched with the virus purification. Briefly, CaMV-
infected turnip extract was prepared from 1 g of infected
leaf material [leaves presenting systemic symptoms collected at
21 days post inoculation (dpi)] grinded in 1 ml of distilled water.
Purified CaMV particles were then added to this mix at a final
concentration of 0.2 mg ml~! to optimize infection success. For
each inoculated plant, three leaves of median rank in the rosette
were rubbed with a small pestle soaked in the solution described
above. Control group (eight plants per accession and per watering
treatment) was mock-inoculated in a similar way to mimic the
wound induced by mechanical inoculation. Mock-inoculation
was performed with a mix containing non-infected plant extract
and the buffer used for virus purification (100 mM Tris-HCI,

Frontiers in Plant Science | ww

2.5 mM MgCl,, pH 7). All plants were inoculated in a random
order, independent of their accession and of the watering regime.
In summary, four conditions representing mock-inoculated:-WW
(n = 8), mock-inoculated:WD (n = 8), CaMV-infected: WW
(n = 20) and CaMV-infected:WD (n = 20) plants per accession
were analyzed.

Water Deficit Treatment

One week after inoculation, corresponding to the approximate
time of appearance of the first symptoms, irrigation of half of
the CaMV- and mock-inoculated plants was stopped to reach the
WD treatment at 0.56 H,O g~ ! dry soil (this value was reached
after 7 days of water deprivation). RWC;,; was then maintained
to this value until the end of the experiment. In the well-watered
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treatment (WW) RW C, was maintained at 1.6 g HyO g~ ! dry
soil (Figure 1A).

Measurement of Plant Traits and

Symptoms Development

Projected rosette area (7-10 plants per accession and
treatment) was estimated from automated daily pictures
using a semi-automatic procedure developed in the image
analysis environment Image ] (Research Services National
Institute of Mental Health, Bethesda, MD, United States) and
downloadable on the PHENOPSIS web site (Fabre et al., 2011).
For each accession and watering treatment (WW and WD),
four mock-inoculated and ten CaMV-infected individual plants
were harvested 25 dpi and individual aboveground dry mass was
determined after 5 days at 60°C.

Symptom monitoring was performed daily (from 9 to 25 dpi)
on CaMV-infected:WW (n = 20) and CaMV-infected:WD
{n = 20) plants for each accession. The symptoms were scaled
0, 1, or 2 for no symptom, presence of symptom on a single
non-inoculated leaf, or systemic symptoms, respectively (see
illustration on Figure 1B). Time of symptoms appearance, rate
of systemic spread, and maximum proportion of infected plants
were then calculated from logistic regressions fitted to these
observations.

Aphid Rearing

The colony of the aphid-vector species M. persicae, collected
over 30 years ago in the south of France was maintained
on eggplants (Solanum melongena) in insect-proof cages, in a
growth chamber at 23/18°C with a photoperiod of 14/10 h
(day/night), in conditions ensuring clonal reproduction. Aphids
were transferred to new cages and to new non-infested host
plants (Solanum melongena) every 2 weeks, in order to avoid
overcrowding and induction of the development of winged
morphs.

Aphid Transmission Assays

Transmission efficiency of CaMV was assessed at 25 dpi
(Supplementary Figure S1). Batches of 20 M. persicae larvae
(L2-14 instars) were starved for 1 h before being transferred at
the rosette center of a source plant for virus acquisition. Ten
symptomatic source plants were used per accession and watering
treatment. When aphids stopped walking and inserted their
stylets into the leaf surface, they were allowed to feed fora short 2-
min period. Viruliferous aphids were then immediately collected
in a Petri dish and individually transferred to 1-month-old Col-0
plantlets (test plants) grown under non-stressing conditions (one
aphid per test plant; nine test plants per source plant). After an
inoculation period of 3 h, aphids were eliminated by insecticide
spray (0.2% Pirimor G). Test plants were then placed in a growth
chamber with the same conditions of air humidity, temperature
and light as source plants and maintained under non-stressing
conditions. Symptoms of virus infection were recorded 21 days
later by visual inspection on test plants, as previously reported
{Doumayrou et al,, 2013; van Munster et al., 2017) and virus
transmission rate was then calculated. After transmission assays,

three leaves were randomly collected on each source plants
and stored at —80°C for further nucleic acid extraction and
quantification of the virus accumulation.

Plant DNA Extraction

Total DNA from CaMV-infected leaf samples (pool of the
three leaves collected per plant) was extracted according to
a modified Edwards protocol (Edwards et al,, 1991) with an
additional washing step with 70% ethanol (10 biological replicates
per accession and treatment). DNA was resuspended in 50 pl
of distilled water, and 10-fold dilutions were used as qPCR
templates. The quality and quantity of the extracted total nucleic
acid were assessed by spectroscopic measurements at 230, 260,
and 280 nm (NanoDrop 2000 spectrophotometer).

DNA Quantification by qPCR

DNA quantification (10 biological replicates per accession
and treatment, Supplementary Figure S51) was performed
as duplicated qPCR in 384-well optical plates using the
LightCycler FastStart DNA Master Plus SYBRGreen I kit
(Roche) in a LightCycler 480 (Roche) thermocycler according
to the manufacturers instructions. Specific primers designed for
the quantification of CaMV genome (Ca4443-F: 5-GACCTA
AAAGTCATCAAGCCCA-3 and Ca4557-R: 5-TAGCTTT
GTAGTTGACTACCATACG-3') and A. thaliana ubiquitin-
conjugating enzyme 21 gene (UBC21; UBC21_At F: 5 - TGCA
ACCTCCTCAAGTTCGA-3 and UBC21_At R: 5-GCAGG
ACTCCAAGCATTCIT-3) were used at a final concentration
of 0.3 pM. All gPCR reactions were performed with 40 cycles
(95°C for 15 s, 62°C for 15 s and 72°C for 15 s) after an initial
step at 95°C for 10 min. The qPCR data were analyzed with
the LinReg PCR program to account for the efficiency of every
single PCR reactions (Ruijter et al,, 2009). The absolute initial
viral concentration in A. thaliana plants, expressed in arbitrary
fluorescence units (Ng CaMV) was divided by that of A. thaliana
UBC21 gene (Ny UBC21; Genbank accession DQ027035), in
order to normalize the amount of plant material analyzed in all
samples.

Data Analyses

For each accession, the effects of the treatments on aboveground
dry mass, transmission rate and viral load were analyzed
by non-parametric Kruskal-Wallis tests. Time of symptoms
appearance, rate of systemic spread, and maximum proportion
of infected plants were extracted for each accession and watering
treatment from logistic regression using the equation A/(1
+ oexp (4 * u / A * (4 - t) + 2)), where A is the
maximum rate of infection, 4 is the time necessary for the
appearance of a systemic symptom on a non-inoculated leaf
and 4 is the time necessary to detect systemic symptoms on
the full plant. The effect of watering on transmission rate was
tested in a generalized linear model (glm) model with the
binomial link function. Response ratios of aboveground plant
dry mass (the ratios of mean outcome in the experimental
group to that in the control group) were used to quantify the
response of each genotype to watering and viral infection (ie.,
virulence). We tested the significance of the relationships between
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epidemiological parameters with the Spearman’s rank correlation
test.

Al analyzes were performed in the programming
environment R (R Core Team, 2017). Kruskal-Wallis tests were
performed using the corresponding function in AGRICOLAE
package. Bootstrapped 95% confidence intervals (CI) of
mean trait values were computed following the mean_cf_boot
procedure of the HMISC package. Non-linear models were fitted
using the sls function and 95% confidence intervals for the
parameters of fitted models were computed with confint function
ofthe package MaSs. Generalized linear models were tested using
the glm function of the STAT package. Mean response ratios and
corresponding 95% confidence intervals were calculated using
sci.ratio of the MRATIO package.

RESULTS

Systemic Spread Varies Between
A. thaliana Accessions and, in Some
Accessions, It Is Conditioned by

Watering Treatment

CaMV isolate Cabb B-JI successfully infected plants of all
A. thaliana accessions selected. Symptoms, i.e., chlorotic lesions
and vein-clearing of rosette leaves, were similar across accessions
though their timing of appearance and intensity was greatly
variable as detailed below. The proportion of CaMV-inoculated
plants showing characteristic virus symptoms 25 dpi varied
from 96 to 100% across accessions whatever the soil watering
treatment (Figure 2). In WW condition, the mean time of
systemic symptoms appearance on the first non-inoculated leaf
(£95% CI) was 12.3 (£1.9) dpi (Figure 3A). However, lag time of
systemic symptoms varied significantly between accessions from
10 (£0.3) dpi in Bay-0 to 14.7 (£0.2) dpi in Sha. Lag time did
not change in response to WD in five accessions whereas it was
significantly lower (i.e., faster appearance of firsts symptoms) in
three accessions and higher in one accession (Figure 3A). For all
accessions, the rate of systemic spread was lower under WD than
in WW (Figure 3B). In particular, it was significantly reduced for
Mr-0, Col-0, Ct-1, Sha and Cvi-0 (Figure 3B).

Plant Growth Response to Water Deficit
and Viral Infection Vary Across Natural
Accessions

We selected nine natural accessions of A. thaliana (Mr-0, Col-
0, Ct-1, Sha, Cvi-0, Mt-0, Bay-0, Ler-1 and Est-1) based on their
contrasted responses to drought (Figure 4A). Plant aboveground
dry mass (£5D) ranged from 0.21 (£0.02) g (Ler-1) to 046
(+ 0.04) g (Mr-0) under WW condition (Figure 4B). As
determined 19 days after the start of the treatment, WD reduced
aboveground dry mass production (20-25% reduction) in the
four accessions the less tolerant to WD: Mr-0, Col-0, Ct-1 and
Sha. Growth reduction due to WD was marginally significant in
Cvi-0 (P = 0.083), and not significant in Mt-0, Bay-0, Ler-1 and
Est-1, which are accessions the most tolerant to WD (Figure 4B).

As determined at 25 dpi, CaMV virulence under WW,
calculated as CaMV-infected:WW/mock-inoculated:WW for
aboveground biomass, varied significantly among accessions.
CaMV infection significantly reduced aboveground dry mass
(10-21% reduction) in all accessions but Ct-1, Sha and Est-1
(Figure 4B). In particular, aboveground dry mass of CaMV-
infected plants was significantly reduced in Bay-0 (P = 0.0072),
Col-0 (P = 0.048) and Mt-0 (P = 0.047).

In general, the combination of WD and viral infection tended
to be more deleterious than each of the two stresses taken
separately. However, plant responses differed widely between
accessions. For example, WD and CaMV infection combination
did not have a significant effect on aboveground mass of Est-1 and
Ler-1 compared to the mock-inoculated:WW condition, whereas
a 13-40% significant reduction was found in five other accessions
(P < 0.05; Figure 4B). However, in two accessions, Sha and Ct-
1, stress combination was less severe than the effect of WD alone
although it was no significant (Sha: P = 0.15 and Ct-1: P = 0.20;
Figure 4B). Similar trends were observed for the projected
rosette area since this trait was highly significantly correlated to
aboveground dry mass (R> = 0.68, P < 0.001; Supplementary
Figure $2). Response ratios of aboveground biomass of each
accession and for the different combinations of treatment are
presented in Supplementary Figure 3.

Variation of Viral Load and Transmission
Rate Under WD Is Dependent on the
Accession

Preliminary experiments showed that CaMV transmission rate
(from a virus donor infected plant) did not vary significantly
according to the identity of the accession used as test plant
(receptor plant) in transmission experiments (data not shown).
For practical reasons, we therefore used Col-0 as test plants
in subsequent transmission assays. Whatever the watering
treatment and accession, transmission rate varied from 30 to 57%
(Figure 5A). Surprisingly, while in most accessions WD did not
significantly affect the transmission rate or marginally reduced
it (Ler-1, from 55 to 38%, P < 0.10), we observed a significant
increase of transmission rate in Mr-0 and Sha (Figure 5A). In
these two latter accessions transmission rate increased from 35-
51% to 38-57%, respectively (P < 0.05). Noteworthy, a similar
trend was observed for Ct-1 and Est-1 (Figure 5A).

Viral load, ie, CaMV accumulation in source plants,
significantly decreased when plants were grown under WD
compared to WW condition for Mr-0, Ct-1, and Sha (10-25%
reduction, P < 0.05), and tended to decrease in Col-0, Cvi-0,
Mt-0 and Ler-1 (Figure 5B). No correlation was found between
viral load and transmission rate across accessions whatever the
watering condition (Spearman’ r = 040, P = 0.29 in WW;
Spearman’s r = 0.40, P =0.17 in WD).

Water Deficit Alters the Relationship
Between Transmission Rate and

Virulence
A significant positive correlation between CaMV virulence
(i.e., CaMV-infected:WW/mock-inoculated:WW response ratio
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accession grown under well-watered (gray circles) and water deficit (black circles), respectively. Paints are means of the proportion of plants with systemic symptoms
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after inoculation, A is the maximum rate of infection, . is the time necessary for the appearance of symptoms on a non-inoculated leaf and u is the time required to

visualize systemic symptams.

of aboveground dry mass) and transmission rate was found
under WW (Spearman’s r = 0.68, P < 0.05; Figure 6). In
other words, transmission rate was higher in accessions the most
susceptible to CaMV infection in terms of aboveground mass.
Under WD, transmission rate increased in accessions that were
the most tolerant to CaMV while the reverse trend was observed
in accessions more susceptible to CaMV. As a result, a significant
negative correlation between transmission rate under WD and
CaMYV virulence was found (Spearman’s r = —0.75, P < 0.0%;
Figure 6). The relationship between virulence and transmission
was distorted regardless of the response ratio calculated for
virulence (Supplementary Figures $4, S5).

DISCUSSION

We investigated plant responses to simultaneous exposure to
WD and infection with one isolate of the CaMV in nine wild
accessions of A. thaliana (L.) Heynh. We tested the hypothesis
that perturbing effects of WD on plant growth traits would lead

to changes in key epidemiological parameters such as systemic
spread, virulence, viral load and transmission rate. Our results
showed that under WD, viral infection spread into the plant
was slower compared to WW treatment. Furthermore, WD had
contrasted effects on CaMV transmission rate and viral load
among A. thaliana accessions. Under WW, transmission rate
tended to increase with the susceptibility of the accession to
CaMV. Under WD, transmission rate and susceptibility were
negatively correlated.

Most plant viruses move in a systemic way within the host
plant (Matthews, 1991; Leisner et al., 1993). After inoculation
by an aphid vector or by mechanical inoculation like in the
present study, CaMV re-initiate infections in different and distant
tissues, and such viral spread guarantees its survival (Schoelz
etal, 2015). Virus spread within the host plant happens through
cell-to-cell movement (via plasmodesmata) and long-distance
movement mainly through phloem vessels (Matthews, 1991;
Stavolone et al., 2005). It is known that the time at which viruses
move out of the inoculated leaf into the rest of the plant varies
widely depending on factors such as host and virus species,
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FIGURE 3 | Lag time and rate of CaMV symptoms appearance in nine
A. thaliana accessions grown under two watering conditions. Bars and error
bars are means and bootstrapped 95% confidence intervals of lag time (A)
and rate (B) of symptoms appearance extracted from sigmoidal curve fitting of
symptom dynamics (see Figure 1) under well-watered (gray bars) and water
deficit (black bars), respectively. Stars indicate significant difference between
watering treatment for each accession (nonparametric Kruskal-Wallis tests;
P < 0.05). Accessions are ordered according to increasing tolerance to WD.

age of the host, method of inoculation and abiotic constraints
(Jensen, 1973; Ismail and Milner, 1988). In this study, we showed
that the lag time to symptoms appearance (the mean time for
symptoms to appear in the first non-inoculated leaf) and rate
of systemic spread (the time required for all the plants of an
accession to exhibit systemic symptoms) of CaMV was affected
by accession identity and WD, Previous studies have already
shown that inherent differences in development, particularly
flowering phenology, and growth, can affect the dynamics of
viral infection across accessions (Leisner et al, 1993). Virus
spread is also influenced by the flow of metabolites in the plant
(Bennett, 1940). Since WD may affect the relationship between
carbon availability and sink organ growth (Muller et al., 2011),
it can be assumed that long-distance transport of viral particles
through phloem will also be affected, leading to slower systemic
movement (Cordoba et al., 1991; Leisner et al., 1993; Leisner
and Howell, 1993). Here, correlated with the negative effects of
WD on plant growth and development we observed a significant
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reduction in the rate of systemic symptoms appearance in the
most WD-sensitive accessions such as Mr-0 and Ct-1. This
reinforces the idea of a strong interaction between growth,
phenology and viral infection dynamics. These observations are
confirmed by the negative correlation between time or rate of
systemic spread and tolerance to WD but also with the time of
appearance of flowering buds (i.e., bolting) among accessions
(not shown).

Regarding the impact of each independent stress on growth,
CaMV infection had a generally lower negative effect on plant
growth than WD since the virulence of the viral strain Cabb B-]I
on vegetative growth was not too deleterious for most accessions
studied. The effect of double stress was even more detrimental
to rosette growth compared to control conditions. There was no
correlation between tolerance to WD and tolerance to CaMV
infection. Despite several reports on virus capacity to improve
plant tolerance to abiotic stresses (Xu et al., 2008; Westwood et al.,
2013), we could not find any significant positive eftect of virus
infection on plant tolerance to WD.

The success of transmission from infected to healthy host
plants is crucial for the survival of all plant viruses. Interestingly,
we showed that a WD triggered a significant increase of
transmission rate in Sha and Mr-0, two accessions among the
most sensitive to WD as previously described (Rymaszewski
et al., 2017). These results are consistent with the earlier report
of increased transmission of CaMV and Turnip mosaic virus
(TuMV) from B. rapa plants submitted to WD (van Munster
et al., 2017). However, the variation of transmission rate under
abiotic stress depends on the plant-virus-vector pathosystem
and on the type of abiotic stress (Ddder et al., 2016; Nachappa
et al, 2016; Yvon et al, 2017). It has been anticipated that
abiotic stresses can impact multiple steps of the intricate plant-
virus-vector interactions and so modify the transmission rates in
many different ways (Mauck et al., 2012; Blanc and Michalakis,
2016). For example, it was demonstrated that the CaMV can
‘sense’ the aphid feeding activity and immediately produce
transmissible morphs, and that this viral “behavior” is also
triggered by some abiotic stresses (Martiniere et al., 2013).
This remarkable phenomenon has been designated “transmission
activation’ (Martiniére et al., 2013). It is most probably triggered
by activation of plant defense pathways against aphid attacks,
and that some abiotic stresses induce similar effects is likely
due to partially overlapping pathways (Kiegle et al., 2000; Fujita
et al., 2006; Suzuki et al,, 2014; Pandey et al, 2015). In our
study, we revealed that most WD-sensitive accessions have
an increased CaMV transmission rate under WD, despite a
reduced virus accumulation. This surprising observation might
reflect a higher induction of signaling/defense pathways than in
others accessions, and thus potentially, a stronger “transmission
activation’ of the CaMV.

Virus accumulation in source plants was evaluated as a
potential explanatory factor of the altered transmission efficiency.
Indeed, it has been reported that abiotic stresses modify viral
load of several viruses, such as Tobacco mosaic virus and Potato
virus A, within stressed host plants (Dorokhov et al., 2012; Suntio
and Mikinen, 2012). Moreover, a positive correlation between
virus load and transmission efficiency has also been reported in
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FIGURE 4 | lllustrative photographs of the rosettes and aboveground dry mass of nine A. thaliana accessions inoculated with CaMV and grown under two watering
conditions. (A) lllustrative photographs of the rosettes of nine A. thaliana accessions (Mr-0, Col-0, Ct-1, Sha, Cvi-0, Mt-0, Bay-0, Ler-1 and Est-1) inoculated with a
mock treatment or with CaMV and grown under well-watered (WW) or water deficit (WD) conditions. All photographs were taken 24 days postinoculation (dpi), 1 day
before the transmission test. (B) Aboveground dry mass of nine A. thaliana accessions. Bars and error bars are means + bootstrapped 35% confidence intervals of
aboveground dry mass 25 dpi and 19 days after the start of water deficit treatment (WD). Mock-inoculated:WW (white bars, n = 8), mock-inoculated:WD (dark gray
bars, n = 8), CaMV-infected:WW (light gray bars, n = 20} and CaMV-infected:WD (black bars, n = 20) conditions. Different letters indicate a significant difference
between treatments for each accession (nonparametric Kruskal-Wallis tests; P < 0.05). Error bars were not used to interpret the results. Accessions are ordered
according to increasing tolerance to WD.

some instances (Froissart et al., 2010; Doumayrou et al., 2013). In

consequence of change in plant quality such as changes in carbon-

our study, we could not find any significant correlation between  to-nitrogen ratio (Gutiérrez et al., 2013; Prasch and Sonnewald,
these two traits, i.e., a higher viral particles accumulation in the  2013; Trebicki et al., 2016) and/or morpho-anatomical changes
plant did not invariably correlate with a higher transmission. (Carmo-Sousa et al., 2014; Ddder et al., 2017).

In addition to the phenomenon of the transmission activation
discussed above, we also emphasize that many other unknown
factors may be responsible for the observed altered transmission
under water deficit condition. For example, feeding behavior
of the aphid vector may differ on WD infected plants as a

In our CaMV-Arabidopsis pathosystem, virulence, as
measured by the response ratio of aboveground dry mass, was
significantly positively and linearly correlated to transmission
rate under WW. The positive relationship between basal
virulence and transmission is in accordance with evolutionary
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FIGURE 5 | CaMV transmission rate and accumulation in nine A. thaliana
accessions grown under two watering conditions. Transmission rate (A), i.e.,
mean proportion of infected test plants (n = 9 per source plant) and viral load
(B) of source plants (n = 10) of each accession grown under well-watered
(gray bars) and water deficit (black bars), 25 dpi and 19 days after the start of
water deficit freatment, respectively. Stars indicate a statistically significant
difference between watering treatment for each accession (nonparametric
Kruskal-Wallis tests; P < 0.05). Error bars represent bootstrapped 95%
confidence intervals but were not used to interpret the results. Accessions are
ordered according to increasing tolerance to WD.

expectations as well as other empirical observations (Asplen et al.,
2012; Doumayrou et al, 2013; Alizon and Michalakis, 2015).
The ‘trade-off hypothesis’ postulates that increased virulence
of a parasite is a viable evolutionary strategy if and only if its
costs (mortality of the host) are counterbalanced by an increased
transmission efficiency (Pagan et al, 2007). For instance, a
positive relationship but with a saturating trend between these
two traits was found in the CaMV-Brassica rapa pathosystem by
Doumayrou et al. (2013) when testing different natural CaMV
isolates on one cultivar of B. rapa. Surprisingly, we showed that
WD had a significant reversing effect on this relationship. Indeed,
CaMV transmission rate from the most virus-tolerant A. thaliana
accessions (Sha, Ct-1, Est-1) significantly increased under WD
while it decreased or did not change in other accessions. To
our knowledge, this is the first study showing an alteration of
the relationship (here reversed) between viral tradeoffs due to a
change in abiotic conditions (Fraile and Garcia- Arenal, 2016).
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CONCLUSION

Our results support the idea that optimal virulence of a given
virus, as hypothesized under the transmission-virulence trade-
off, is highly dependent on the environment and growth traits
of the host. The multi-faceted relationships between virulence,
viral load and transmissibility according to the environmental
conditions experienced by the host will require further theoretical
and experimental investigations. In particular, investigations
concerning the behavior of the aphid (alteration of its behavior
by the environment) but also on the implication of plant and
virus genetic diversity. Especially if these relationships have to be
incorporated into models of virus epidemiology under scenarios
of climate changes.
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Figure S1. Experimental design for CaMV transmission assay and qPCR experiment. (1) Source
plant development in PHENOPSIS platform under two water soil conditions, CaMV-WW (well-
watered) or CaMV-WD (water deficit). (2) Transmission efficiency of CaMV was assessed at 25 dpi.
Batches of 20 M. persicae larvae (12-1.4 instars) were transferred on the rosette center of a source plant
for virus acquisition. Ten symptomatic source plants were tested per accession and watering treatment.
When aphids stopped walking and inserted their stylets into the leaf surface, they were allowed to feed
for a short two-minutes period. Viruliferous aphids were then immediately collected in a Petri dish and
individually transferred to one-month-old Col-0 plantlets (test plants) grown under no stress conditions
(one aphid per test plant; nine test plants per source plant). After an inoculation period of three hours,

aphids were eliminated by insecticide spray (0.2% Pirimor G). Test plants were then placed in a growth
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chamber with the same conditions of air humidity, temperature and light as source plants and
maintained under no stress conditions. Symptoms of virus infection were recorded 21 days later by
visual inspection on test plant and virus transmission rate was calculated. (3) After transmission assays,
three leaves were randomly (red circles) collected on each source plants and stored at -80 °C for further

nucleic acid extraction and quantification of virus accumulation by gPCR.
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Figure S2. Relationship between aboveground dry mass (mg) and projected rosette area (imm?).

Linear regression includes all accessions regardless of water treatment or viral infection (R = 0.68, P

<0.001).
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Figure 53. Response ratios of aboveground biunass for each accession. Mean response ratios of
mock-inoculated plants to WD (red cirele), CaMV-infection under WW conditions (green square),
CaMV infection under WD compared to WW:mock-inoculated (green diameond), CaMV infection
under WD compared to WD:mock-inoculation (blue triangle) and CaMV infection under WD
compared to WW-CaMV inoculated (pink upside-down triangle). Mean response ratios are sorted by
the less tolerant accession to WD at bottom to the most tolerant one on top, and are surrounded by 95%

confidence intervals. Differences were significant when 95% confidence intervals did not overlap zero.
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Figure S4. Relationship between virulence (response ratio of aboveground dry mass mock-

inoculated under water deficit (WD)/CaMV-infected under WD condition and transmission rate
of CaMV in nine A. thaliana accessions. Labelled points represent CaMV virulence calculated as the
response ratio of aboveground dry mass mock-inoculated/CaMV -infected under well-watered (WW)
condition, and CaMV transmission rate under WW (grey circles), or CaMV virulence calculated as the
response ratio of aboveground dry mass mock-inoculated under WD/CaM V-infected under WD, and
CaMV transmission rate under WD (black triangles) for each accession. Lines represent linear

regressions under WW (solid line; rspeamman = 0.68, P = 0.05) and SWD (dashed line; rspearman =, P =

0.81), respectively.
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Figure S5. Relationship between virulence (the response ratio of aboveground dry mass mock-
inoculated under WW/CaMV-infected under WD condition) and transmission rate of CaMV in
nine A. thaliena accessions. Labelled points represent CaMV virulence calculated as the response
ratio of aboveground dry mass mock-inoculated/CaM V-infected under well-watered (WW) condition,
and CaMV transmission rate under WW (grey circles), or CaMV virulence calculated as the response
ratio of aboveground dry mass mock-inoculated under WW/CaMV-infected under WD condition, and
CaMV transmission rate under WD (black triangles) for each accession. Lines represent linear
regressions under WW (solid line; rspearman = 0.68, P = 0.05) and WD (dashed line; rspearman =, P =

0.95), respectively.
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Article 2: Genetic variation of Arabidopsis thaliana responses to Cauliflower Mosaic

Virus infection upon water deficit

Objectifs du chapitre :

Pour assurer leur survie et leur reproduction, les plantes doivent réagir de maniére appropriée
et efficace aux changements biotiques et abiotiques auxquels elles sont confrontées tout au long
de leur développement. Au niveau interspécifique, la variation inhérente de traits fonctionnels
majeurs refléte les différences de stratégies écologiques entre les especes et leur capacité a
résister a différentes combinaisons et niveaux de stress. 4. thaliana est une espece annuelle
présente dans une large gamme de climats. Comme la plupart des plantes annuelles, cette espece
en forme de rosette se reproduit rapidement et investit préférentiellement dans la production et
la dispersion de propagules. Elle est présente dans les habitats perturbés et elle est donc
considérée comme une espece rudérale. Dans ce chapitre nous avons réalis¢ deux expériences
sur 44 génotypes d’Arabidopsis thaliana soumis a la fois a un déficit hydrique et a une infection
par le Cauliflower mosaic virus (CaMV).

Les principales questions abordées ont €té :

e Latolérance de la plante au CaMV et au déficit hydrique est-elle li¢e aux traits et stratégies
¢cologiques inhérentes de la plante ?

e Quel est ’effet de la combinaison du déficit hydrique et de I’infection par le CaMV sur la
croissance végétative et reproductive d’A. thaliana ?

e Est-ce que la ruderalité d’A.thaliana est liée au niveau de tolérance des plantes au CaMV
indépendamment du statut hydrique des plantes ?

Cette étude soumise a PLOS Pathogens a pu mettre en évidence des réponses contrastées
des différents génotypes d’A4. thaliana soumis a un des stress de maniere isolé. En particulier,
l'infection par le CaMV en stress isolé¢ diminue les performances végétatives des plantes de
maniere plus ou moins importante et annihile totalement le succes de reproduction de tous les
génotypes testés. Nous avons observé un effet en interaction des stress sur la croissance. Au
cours de cette étude, nous avons également trouvé une corrélation positive entre le niveau de
tolérance au déficit hydrique et le niveau de tolérance au CaMV. Les génotypes les plus
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tolérants au CaMV en condition optimale sont également les plus tolérants a I’infection en
condition de déficit hydrique.

La rudéralité, quantifiée a partir des caracteres foliaires (LDMC, SLA et LA), varie
significativement d’un génotype a I’autre. De plus, elle est positivement corrélée a la tolérance
a I’infection virale quelle que soit la condition hydrique. En outre, cette tolérance a I’infection
virale semble positivement corrélée a la floraison précoce, en lien avec le caractére rudéral du
génotype.

Les résultats obtenus au cours de cette ¢tude ont montré de manicre surprenante une
meilleure survie des plantes en double stress comparé a des plantes infectées en conditions
optimales d’irrigation. De maniere générale, les interactions complexes existants entre la plante
hoéte, le virus et I’environnement abiotique semblent modulées par les stratégies €cologiques
inhérentes du génotype de la plante hote.
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Abstract

Plant viruses pathogenicity is expected to vary upon changes in the abiotic environment that
affect plant physiology. Here we investigated the vegetative and reproductive performance of
44 wild plant genotypes of A. thaliana originating from the Iberian Peninsula upon
simultaneous exposure to soil water deficit (WD) and viral infection by the Cauliflower Mosaic
Virus (CaMV). Following the predictions of Grime’s CSR triangle theory of plant ecological
strategies, we tested the hypothesis that the ruderal character of a plant genotype is positively
related to its tolerance to virus infection whatever the soil water availability. Our results showed
that CaMV infection decreased plant vegetative performance and annihilates reproductive
success of all genotypes. In general, WD decreased plant performance but despite differences
in genotypes behavior, the ranking of genotypes tolerance to CaMV was conserved under WD.
Ruderality, as quantified from leaf traits following previously published procedure, varied
significantly among genotypes, and was positively correlated with genotype tolerance to viral
infection under well-watered as well as under WD conditions, though to a lesser extent. Also,
in accordance with the ruderal character of the genotype and previous findings, our results
suggest that genotype tolerance to CaMV infection is positively correlated with early flowering.
Finally, our results showed that plant survival to CaMV infection can be increased under WD.
The complex interactions between the plant, the virus and the abiotic environment are discussed

regarding the variation of inherent plant ecological strategies at the intraspecific level.

Author summary

Viruses pathogenicity may be influenced by the abiotic environment. This is the case of soil
water deficit which is detrimental to plant productivity, whose occurrence is expected to
increase due to climate changes, and that has been shown to interfere with plant-virus
interactions. We investigated the performance of 44 wild plant genotypes of 4. thaliana infected
by the Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) under well-watered and soil water deficit conditions.
We showed that viral infection decreased plant vegetative performance and annihilates
reproductive success of all genotypes, and that these pathogenic effects were increased by the
water deficit. We also showed that the intrinsic characteristics of the genotypes were related to
their tolerance to the virus so that the genotypes with low leaf tissue density and rapid growth
rate were more tolerant to viral infection regardless of the watering condition. Finally, we

showed that plant survival to viral infection can be increased under water deficit. We discuss
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46  the role of intrinsic characteristics of plants, seen as inherent ecological strategies, for plant
47  tolerance to viral infections under contrasting environmental conditions, and the consequences

48  for the study of viral epidemiology.
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Introduction

To ensure their survival and successful reproduction, plants must respond appropriately and
effectively to biotic and abiotic changes in their environment. At the interspecific level, inherent
variation in key functional traits reflect the differences in ecological strategies between species
and their capacity to withstand different combinations and levels of stresses [ 1-3]. Among the
different frameworks proposed to evaluate these differences, Grime’s CSR triangle theory [4]
has been outstanding, even at the intraspecific level, where natural selection basically operates
[5,6]. This framework assumes that ecological strategies are shaped by two kinds of factors:
disturbance and stress. Disturbance refers to any environmental factor that causes partial or total
destruction of plant biomass, which includes pathogens, grazing, trampling and mowing, but
also extreme climatic events such as severe drought, frost and fire. Stress involves any factor
or combination of factors, such as the shortage of water, nutrient and light resources, that reduce
plant growth. Differences in disturbance and stress intensity are expected to result in
quantitative variation of three ecological strategies: (1) competitors (C) in highly productive
habitats with low stress intensity and disturbance, which invest resources in the rapid growth
of large organs to outcompete neighbors; (2) stress-tolerant (S) in stressed, resource-poor
habitats with low disturbance, which invest resources to protect tissue from stress damages; and
(3) ruderals (R) in resource-rich environments associated with repeated disturbance, which

invest resources in rapid reproduction and propagule dispersal [4,7,8].

Infection by pathogenic viruses is one of the major biotic constraints that strongly impact on
plant performance at both the vegetative and reproductive levels. The success of viral infection
and its quantitative variation of pathogenicity — ‘aggressiveness’, following [9], or virulence —
depends on the physiological machinery of the host plant, and thus any other environmental
change that will affect plant physiology may also affect the outcome of viral infection. As a
consequence, plant development rate is an important parameter of virus aggressiveness. Indeed,
it has been demonstrated that systemic spread of the Cauliflower mosaic virus (CaMV) was
reduced in early flowering genotypes of Arabidopsis thaliana that produced a limited number
of invaded leaves and thus rosettes with fewer symptoms [10]. In these plants, there does not
appear to be any impediment to virus replication or symptom production per se. The resistance
results from a mismatch between the kinetics of virus movement and the rate of development

of the infected plant. Further studies showed that the relationships between plant development
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rate and virulence is dependent on the genotype, the timing of infection and the abiotic
environment [11-16]. For instance, 4. thaliana genotypes with inherently longer life span are

more tolerant to infection by Cucumber mosaic virus (CMV) [15,17,18].

On the abiotic side, limited availability of soil water is also a major constraints to plant growth
and productivity, and can interact with plant response to virus infection [12,19,20]. Depending
on the specific drought scenario and the time of its occurrence during their life cycle, plants
combine different strategies involving short-term and long-term responses driven by intricate
regulatory networks [21]. Soil water deficit (WD) often leads to a decrease in plant growth rate
and/or to changes in plant development, including the reproductive period [22,23]. Reduced
growth rate and subsequent total leaf area both account for decrease in productivity but they
also advantageously reduce potential loss of water through transpiration and are thus part of a
water saving strategy to increase water use efficiency. Reduced growth and development rate
in response to WD can lead to delayed development of — a smaller number of — reproductive
organs. However, in some instances such as a severe or sudden WD or combinations of WD
with other stresses, hastened development of reproductive organs can be observed and

interpreted as an escape strategy [21].

As such, the effects of virus infection on the vegetative and reproductive performance of plants
are expected to vary with changes in soil water availability. Indeed, we recently showed in nine
A. thaliana genotypes that the effect of a combination of CaMV infection and WD was more
detrimental to rosette vegetative growth compared to viral infection and WD alone, and that
spread of CaMV infection into the plants was slower under WD [12]. 4. thaliana is an annual
species which occurs in a large range of climates [24]. Like most annual plants, this rosette-
shaped species reproduces quickly and preferentially invests resources in the production and
dispersal of propagules, is commonly found in disturbed habitats and is thus considered as a
ruderal species [4]. However, A. thaliana exhibits significant intraspecific phenotypic variation
among genotypes [25-28] that translates into significant intraspecific variation in ecological
strategies [29], especially along the ruderality (R) axis of Grime’s CSR framework [5,6,30]. In
this framework, ruderality is associated with acquisitive resource use (characterized by short-
lived, thin leaves with high nutrient concentration and high net photosynthetic rate), whereas
stress tolerance is associated with conservative resource use (characterized by long-lived, tough
leaves with low nutrient concentration and low net photosynthetic rate). Two leaf traits are

commonly used as indicators of resource-use variation: the ratio of leaf dry mass to leaf area
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(LMA), the inverse of specific leaf area (SLA), and leaf dry matter content (LDMC), i.e. the
ratio of leaf dry mass to leaf water-saturated fresh mass. These two traits are easy-measurable
and are related to key leaf and whole-plant functions, such as net photosynthetic rate, leaf
lifespan, reproductive development, and water loss through transpiration which are critical for

plant responses to stresses [3,6,30-34].

In the present study, we investigated the effects of a WD on the vegetative and reproductive
performance of 44 wild genotypes of the model plant species 4. thaliana (Brassicaceae)
infected by the Cauliflower mosaic virus (CaMV; Caulimoviridae), a non-circulative virus
transmitted by aphids. We quantified developmental, growth and morpho-physiological traits
measured at the whole-plant and leaf levels, as well as traits related to reproductive success
under strictly controlled environmental conditions in the high throughput phenotyping platform
PHENOPSIS [35]. Leaf area (LA), LMA and LDMC were used to quantify the C:S:R score of
Grime’s framework of functional strategies following the procedure provided by Pierce et al.
(2017). We then tested to what extend plant tolerance to viral infection and WD are related to
trait values and inherent plant functional strategies. Specifically, we tested the hypothesis that
ruderality is positively related to plant tolerance to virus infection whatever the condition of

water availability.

Results

Genetic variability in plant growth response to CaMV depends the watering level

To quantify the genetic diversity of tolerance of A. thaliana to both CaMV infection and soil
water deficit, we selected 44 natural genotypes originating from the Iberian Peninsula
(Experiment 1, n = 39; Experiment 2, n = 20; 15 genotypes in common; S1 Table). CaMV
(isolate Cabb B-JI) successfully infected plants of all 4. thaliana genotypes selected.
Production of vegetative aboveground dry mass (ADM) of each genotype was measured on
individual plants 30 days after CaMV- or mock-inoculation, under well-watered (WW) and
water deficit (WD) conditions at 8-h day length (Experiment 1). We chose this photoperiod to
favor a longer vegetative phase that allows to determine traits relative to growth. A highly
significant variation of plant biomass was found among the 39 genotypes assessed in this
experiment (Fig 1). Under WW, mean ADM ranged from 267 + 36 mg (Lch-0) to 697 + 81 mg
(Fel-2) (Fig 1). This variation reflected the strong differences observed in inherent growth rate

among genotypes (S1 Fig). Moreover, these genotypes exhibited highly significant variation in
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responses to CaMV infection, WD and combination of these two stresses was found among the

genotypes (Fig 1; all interaction effect terms were significant; S2 Table).

A clustering based on conjoint Euclidean distance of the responses of ADM production to the
three treatments revealed five major groups of genotypes showing similar responses in terms
of vegetative growth (Fig 1). CaMV infection significantly reduced ADM (from 25 to 65%) in
most of genotypes whatever the watering treatment (Fig 1). However, in six genotypes (Lch-0,
Lam-0, Sfb-6, Orb-10, Se-0 and Sf-2; mainly on brown and red branch of the dendrogram in
Fig 1), CaMV infection did not affect the production of dry mass even if these plants showed
clear viral symptoms (data not shown). These CaMV-tolerant genotypes grouped in the same

cluster whereas CaMV-susceptible genotypes clustered in different groups (Fig 1).

WD also significantly reduced ADM production (25-60%) in almost all genotypes (diamonds
in Fig 1, right panel). Only few genotypes were not strongly affected by WD (ADM production
reduced by 5-25%; e.g. Bos-0, Ndc-0, Stb-6, Mat-0, Se-0 or Moe-0; Fig 1). Both types of
genotypes clustered in different groups (violet and brown branches of the dendrogram in Fig
1). In addition, some WD-tolerant genotypes (e.g. Sfb-6, Mat-0, Se-0, Moe-0) clustered in the
same group that was also characterized by lower aggressiveness of CaMV (brown branch of
the dendrogram in Fig 1). Other CaMV-tolerant genotypes, Lam-0 and Lch-0 or Lac-0, Ang-0,
Ovi-1 and Co, were not particularly tolerant to WD and thus grouped in different clusters (red
and violet dendrogram branches in Fig 1). The pattern of combinations of
tolerance/susceptibility to both CaMV and WD translated into a significantly positive
correlation between changes in ADM in response to each stress (Pearson’s » = 0.39; P =0.015;

S2A Fig).

Overall, combination of WD and viral infection tended to be more deleterious than each of the
two stresses taken separately. ADM significantly decreased in all genotypes in response to the
combination of WD and viral infection. Noteworthy, the level of plant response in terms of
ADM varied considerably between genotypes (30 % reduction for Mat-0 to 70 % reduction for
Ini-0; squares in Fig 1 right panel). Several patterns of responses were observed depending of
the genotype. Some genotypes such as Lac-0, Ang-0, Ovi-1, Co, Cdm-0 and Bla-1 (violet
branch of the dendrogram in Fig 1) were mildly susceptible to CaMV infection (10-20 %
reduction of ADM) while highly susceptible to WD (40-50 %; Fig 1). In that case, effect of
combined stresses was similar to that of WD alone (40-50 %; Fig 1). Tol-7 and Cho-0 (blue
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branch of the dendrogram in Fig 1) had a similar susceptibility to WD or CaMV but
combination of both stresses raised their level of susceptibility. Some genotypes were very
susceptible to both CaMV or WD but the effect of their combination was close to one or both
of the individual stresses. Some genotypes were particularly tolerant to CaMV infection, not
very susceptible to WD (10-25 %), but susceptible to stress combination (brown branch of the
dendrogram in Fig 1). Finally, Lch-0 or Lam-0 genotypes were also tolerant to CaMV, but more
susceptible to WD and even more susceptible to the double stress (red branch of the dendrogram

in Fig 1).

These combinations of tolerance levels to both stresses led to significant positive correlations
between CaMV infection or WD alone and combined stress conditions (Pearson’s » = 0.54; P
<0.001 and »=0.41; P =0.003; Fig 2 and S2B Fig, respectively). In other words, in terms of
dry mass accumulation, tolerant (or susceptible) genotypes to CaMV infection were also
tolerant (or susceptible) to the double stress CaMV x WD (Fig 2A). This observation is
exemplified in the genotypes Se-0, Stb-6, Orb-10 and especially Mat-0 (brown branch in the
dendrogram in Fig 1) which were particularly tolerant to CaMV infection and remain CaMV
tolerant under WD while the genotypes from the green branch of the dendrogram in Fig 1 such
as Ini-0, Gua-1 or Pva-1 susceptible to CaMV infection were also highly susceptible to the
stress combination (Fig 2A). However, dispersion of the genotypes within this correlation
indicated that all the genotypes did not respond in the same way. This was especially true for
genotypes from blue and violet clusters which had similar tolerance to CaMV under WW but
contrasted responses to the virus under WD (Fig 2A) that was apparently not explained by the
similarity of responses to WD (S2 Fig). Lch-0 and Lam-0 were highly tolerant to CaMV
infection (even though plants showed viral symptoms) under WW but were highly susceptible
to the virus when a WD was applied in addition to CaMV infection (65% reduction of ADM).
Several other genotypes showed increased susceptibility to CaMV infection upon WD that was
not explained by the response to WD alone, i.e. ADM under WD was more affected in CaMV-

infected than in mock-inoculated plants.
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Fig 1. Effects of CaMYV infection and watering on growth of 39 genotypes of A. thaliana.

(Left) Clustering based on joint Euclidean distance of the changes of aboveground dry mass
(ADM; %) production in response to infection with CaMV, soil water deficit (WD) and
combination of both stresses, relatively to mock-inoculation under well-watered (WW)
conditions. Color of the branches in the dendrogram highlights five clusters of genotypes with
similar responses. (Middle) Bars are mean = 95% CI of ADM (mg) at 30 dpi (n = 3) of plants
grown in mock-inoculated:WW (white bars), CaMV-infected: WW (dark grey bars), mock-
inoculated: WD (light grey bars) and CaMV-infected:WD (black bars) conditions. (Right)
Relative change (£ se) of ADM (%) in mock-inoculated:WW (white circle), CaMV-
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211  infected:WW (dark grey triangle), mock-inoculated:WD (light grey diamond) and CaMV-
212 infected:WD (black square) conditions. Data are from Experiment 1 (8-h day length).
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214  Fig. 2. Growth and leaf morphological responses of A. thaliana to CaMV under well-watered

215  and water deficit conditions. (A) Relative change of aboveground dry mass production (ADM,;

216  %). (B) Relative change of leaf mass per area (LMA; %). Each point represents the mean
217  relative change of each genotype. Point colors refers to the different clusters as determined in
218  Fig 1. Lines represent significant linear regressions and statistical analyses were done using a
219  Pearson’s chi-squared test (P < 0.001). Data are from Experiment 1 (n = 39 genotypes, 8-h day
220  length). WW: well-watered conditions; WD: water deficit.
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Co-variations of leaf functional traits upon combination of virus infection and water deficit

To determine the genetic variability of leaf morpho-physiological responses to applied stresses,
we quantified leaf mass per area (LMA) and leaf dry matter content (LDMC), two easily
measurable leaf functional traits. Both traits were significantly correlated whatever the
photoperiod used during cultivation, and exhibited significant variation among genotypes both
in means and in relative responses to isolated stresses (CaMV infection, WD) or in stress
combination (S3 and S4 Fig; significant interaction effect terms; S3 and S4 Table). When
significant, both leaf traits generally increased in response to the different stresses (S3 and S4
Fig), i.e. leaves were denser and/or thicker, and/or had lower water content in response to

CaMV infection, WD or both.

A significant and positive correlation was detected between the responses of LMA and LDMC
to CaMV infection in each watering treatment (» = 0.87, P < 0.001 for WW and » = 0.83, P <
0.001 for WD; Fig 3). However, the slopes of the regressions were significantly different (P <
0.001; Fig 3) because of larger changes of LDMC compared to LMA. Indeed, we found that
the relative responses of LMA to CaMV under WW and WD were significantly correlated (» =
0.68, P < 0.001; Fig 2B). In other words, WD did not perturbate too much the ranking of
changes in LMA due to CaMV infection among genotypes.

Genotype tolerance to viral infection increases with ruderality

To determine the relationships between the genetic variability of stress tolerance and plant
functional strategies, we tested the relationships between changes in ADM due to stresses and
the ruderality index (R) obtained from C:S:R scores calculated from leaf traits of healthy plants
under well-watered conditions. We first compared the correlations of growth rate and leaf traits
of the genotypes between the two experiments performed at 8 or 12-h day length to test the
generality of the relationships (S5 Fig). Correlations between LMA and LDMC were highly
significant and similar at both 8 and 12-h day length (» = 0.87 and » = 0.88, both P < 0.001
respectively; S5A and B Fig), with no or only marginally significant interaction effect of CaMV
infection and watering treatment (S5 Table). The maximum rate of leaf expansion of the rosettes
measured from daily pictures was different among genotypes and between experiments (S5C
Fig; n = 15). However, a highly significant positive correlation was found between the two
experiments (= 0.71; P=0.003; S5C Fig). The ranking across genotypes between experiments
at 8 and 12-h day length was significantly conserved for LMA and LMDC when four genotypes
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susceptible to photoperiod (Orb-10, Vig-1, Lam-0, Moe-0) were excluded from the analyses
(Spearman’s r = 0.44, P=0.003; »=0.41, P = 0.007, respectively; n = 43).

100 1 A
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50 1
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Response of LDMC to CaMV (%)

20 0 20 40
Response of LMA to CaMV (%)

Fig. 3. Relationship between relative change of leaf morphological traits of CaMV-infected

A. thaliana genotypes under well-watered and water deficit conditions. Each point represents

a genotype under well-watered (WW; dark blue circle) or water deficit (WD; light blue triangle)
conditions. Lines represent significant linear regressions for WW (solid line) and WD (dashed
line) conditions and statistical analyses were done using a Pearson’s chi-squared test (P <

0.001). Data are from Experiment 1 (n =39 genotypes, 8-h day length).

The pattern of variation of Grime’s CSR functional strategies across genotypes of 4. thaliana
assayed here was similar to that found in a larger set of natural genotypes of the same species
(Vasseur et al. 2018; gray circles; Fig 4A). As expected for an annual ruderal species, all
genotypes had high R scores (mean + SE = 85.1 £ 0.43%) ranging from 80.2 to 90.8% (legend
circle in Fig 4A). Under WW, position of a genotype along the R-axis was significantly
correlated with plant tolerance to CaMV infection as determined by change in ADM (» = 0.53,
P <0.001; Fig 4B). Under WD, a positive but weaker relationship was also found (» = 0.31, P
= 0.052; Fig 4B). Finally, R-score was marginally positively correlated with plant tolerance to
WD (r=0.31, P=0.053; Fig 4C). Thus, inherent ruderality of a genotype as determined in its
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vegetative phase, was positively related to its capacity to tolerate virus infection and to a lesser
extent WD. Accordingly, significant negative correlations were found between LDMC
determined under control conditions (Mock:WW; 8-h day length) at whole-plant level
(Pearson’s r =-0.63, P <0.001; Fig 4D) or leaf level (»r =—0.43, P = 0.007; Fig S6A) and
ADM change due to CaMV infection. The correlation between LDMC and CaMV virulence
under WD was significantly negative for whole-plant LDMC (» = —0.41, P < 0.008; Fig 4D)
but not for leaf-level LDMC (r =-0.20; P = 0.23; S6A Fig). Similar negative correlations were
found with LMA (Mock:WW; 8-h day length and CaMV virulence; S6B Fig). Therefore,
genotypes with inherently lower leaf tissue density and/or thinner leaf lamina were more

tolerant to CaMV infection.

Since plant reproductive phenology is a factor of tolerance to both virus infection and WD, and
since it is an important component of plant functional strategies we investigated the
relationships between leaf traits, R-score (from 29,8 to 80 %; square legend in Fig 4A) and the
timing of reproduction. For this purpose, we used data from the 12-h day length experiment
since this photoperiod favors reproductive development in A. thaliana. Under control
conditions, the number of days to bolting and to flowering varied from 32 to 60 and from 39 to
67 respectively, among the 20 genotypes assessed (S7 Fig). We found a significantly positive
and strong correlation between days to bolting (or days to flowering) and LDMC (Mock:WW;
r=0.91, P<0.001; Fig SA and r = 0.89, P < 0.001; Fig 5D, respectively). Similar positive
correlations were found with days to bolting (or days to flowering) and LMA (Mock:WW; r =
0.89, P <0.001; Fig 5B and » = 0.84, P < 0.001; Fig 5E, respectively).

Genotypes with early bolting or flowering have lower leaf tissue density and/or thinner leaves
and may therefore be more tolerant to CaMV infection. However, since we did not determine
ADM in the 12-h day length experiment since we focused on reproductive success (see below),
we were unable to test this assertion. Moreover, position of a genotype along the R-axis was
significantly negatively correlated with days to bolting and days to flowering (» = —0.90, P <
0.001; Fig 5C and r = —0.88, P < 0.001; Fig 5F, respectively). Thus, inherent ruderality of a

genotype as determined in its vegetative phase, was positively correlated to early reproduction.
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Fig. 4. Grime’s CSR framework and response of 39 A. thaliana genotypes to CaMV infections

under well-watered and water deficit conditions. (A) CSR representation of 44 genotypes from

two independent experiments (Experiment 1, n = 39 genotypes, 8-h day length, circles;
Experiment 2, n = 20 genotypes, 12-h day length, squares). Grey circles represent the data
extracted from Vasseur et al., 2019. (B) Relationship between relative change of aboveground
dry mass (ADM, %) of CaMV-infected plants under WW (dark blue circles) and WD (light
blue triangles) and ruderality (R) score (%). (C) Relationship between relative change of ADM
(%) of plants grown under WD and R score (%). (D) Relationship between relative change of
ADM (%) of CaMV-infected plants under WW (dark blue circles) and WD (light blue triangles)
and leaf dry matter content (LDMC; mg g-1) measured under control (mock:WW) conditions.
Each point represents a genotype under a specific condition. Lines represent linear regressions
and statistical analyses were done using a Pearson’s chi-squared test: (B) r = 0.53, P < 0.001
for WW and r=0.31, P =0.052 for WD; (C) r=0.31, P =0.053; (D) r =-0.63, P < 0.001 for
WW and r =-0.41, P <0.008 for WD.
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Fig. 5. Relationships between leaf morphological traits, ruderality and phenology of 20

genotypes of A. thaliana. Relationships of days to bolting vs. (A) leaf dry matter content
(LDMC; mg g-1), (B) leaf mass per area (LMA; mg.mm-2), and (C) ruderal score (R), and days

to flowering vs. (D) LDMC, (E) LMA, and (F) R. Each point represents a genotype grown
under the control condition (well-watered x mock-inoculation). Line are significant linear
regressions and statistical analyses were done using a Pearson’s chi-squared test (P < 0.001).

Data are from Experiment 2 (20 genotypes; n = 6 replicates per genotype, 12-h day length).

WD reduces and CaMV infection annihilates the reproductive success of A. thaliana

Individual reproductive success was estimated by determining the length of the main flowering
stem and the number of mature siliques in 20 genotypes (experiment 2, 12-h day length). Size
of the main flowering stem as well as number of mature siliques were strongly reduced upon
WD (Fig 6). Reproductive traits were even more impacted when plants undergo CaMV
infection (Fig 6). Under WD, the size of the stem was reduced on average by 50% in all
genotypes corresponding to a strong reduction (50 to 80%) of the number of siliques (Fig 6).
When CaMV infected, even though some genotypes produced very small flowering stems (e.g.

Orb-10, Ovi-0, Col-0, Ala-0) no silique and therefore no seeds were produced (Fig 6).
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Fig. 6. Effects of CaMV infection and watering treatment on reproductive traits of 20 A.

thaliana genotypes. (A) Flowering stem height (cm). (B) Silique number. Bars and error bars

are means = bootstrapped 95% confidence intervals of plant grown under mock-inoculated: WW
(white bars), mock-inoculated: WD (dark grey bars), CaMV-infected: WW (light grey bars) and
CaMV-infected:WD (black bars) conditions. Genotypes are ordered according to their
projected final surface of the rosette in condition of viral infection. Data are from Experiment

2 (20 genotypes; n = 6 replicates per genotype, 12-h day length).

Dynamics of viral symptoms can be modified by soil water deficit

To determine the effects of the watering regime on CaMV symptoms development we
determined the timing of symptoms appearance, the rate of systemic spread, and the maximum
proportion of infected plants in 20 genotypes. The proportion of CaMV-inoculated plants
showing characteristic virus symptoms varied from 50% to 100% across genotypes whatever
the soil watering treatment. In WW condition, the mean time of systemic symptoms appearance
on the first non-inoculated leaf was estimated at 11.7 dpi (Fig 7A). However, lag time of

systemic symptoms (£ 95 % CI) varied significantly between genotypes from 9.7 + 0.3 dpi in

-9] -



346
347
348
349
350
351
352

353
354

355
356
357
358
359
360
361

362

Cdm-0 to 16.1 = 1.0 dpi in Bea-0. Lag time of systemic symptoms in response to WD
significantly decreased (i.e. faster appearance of firsts symptoms) in seven genotypes whereas
it significantly increased in five others (Fig 7A). There was no significant effect of WD on this
parameter on the eight remaining genotypes (Fig 7A). The rate of systemic spread significantly
decreased under WD compared to the WW condition in six genotypes while it increased in six
other genotypes (Fig 7B). In the eight last remaining genotypes no effect of the WD on rate of

systemic spread was observed (Fig 7B).

204

Lag time of symptoms appearance (d)

Rate of symptoms appearance i

0.0~
Coa-0 Ovi-1 Fel-2 Vig-1 Bea-0 Gua-1 Col-0 Moe-0 Orb-10 Ala-0 Vad-0 Can-0 Pig-0 Bla-1 Sf-2 Per-0 Fei-0 Lam-0 Cdm-0 Bos-0

Fig. 7. Dynamics of viral symptoms development in 20 genotypes of A. thaliana infected with

CaMV under well-watered and water deficit conditions. (A) Lag time of symptoms

appearance. (B) Rate of symptoms appearance. Bars and error bars are means + 95% confidence
intervals extracted from sigmoidal curve fitting of symptom dynamics under well-watered (grey
bars) and water deficit (black bars) conditions. Marks above the bars indicate 5%-level
significant decrease (-) or increase (+) in response to the water deficit. Genotypes are ordered
according to increasing projected final surface of the rosette. Data are from Experiment 2 (n =

20 genotypes, 6 replicates per genotype and condition, 12-h day length).

Survival of CaMV infected plants is improved during water deficit
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Survival of CaMV-infected plants (n = 24) was estimated for each genotype by the ratio of
CaMV-infected dead plants to the total number of infected plants (%) for each watering
condition. At a given time point (30 days after germination), we observed for almost all
genotypes that survival of CaMV infected plants was higher when plants were cultivated under
WD than when they were cultivated under WW conditions. For instance, survival rate of Ini-0
was 10% under WW but increased to 55% under WD, and increased from 30% to 95% for
Cdm-0 (Fig 8). All plants of three genotypes (Lch-0, Orb-10 and Tau-0) survived regardless of

the watering condition.

~
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Fig. 8. Survival rate of 20 genotypes of A. thaliana infected with CaMV under well-watered

and water deficit conditions. Percentage of plant survival in response to CaMV infection under

well-watered (WW, grey bars) and water deficit (WD, black bars) conditions as determined in
Experiment 2 (n =20 genotypes, 20 replicates per genotypes, 12-h length) at 30 dpi. Genotypes

are ordered according to increasing % of survival of CaMV-infected plants under WD.
Discussion

We evaluated the performance of 44 wild plant genotypes of A. thaliana originating from the
Iberian Peninsula to simultaneous exposure to WD and viral infection by the CaMV (B-JI
isolate). To this purpose, various phenological, growth and morpho-physiological traits were
analyzed to determine plant performance in the vegetative as well as in the reproductive phase.
We tested the hypothesis that plant tolerance to a viral infection or combined stresses (CaMV
x WD) is related to inherent (i.e. determined under control, non-stressing conditions) trait

values of the genotypes and their covariations, 1.e. plant functional strategies. More precisely,
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following the theoretical predictions of Grime’s triangle of CSR strategies [4], we tested the
hypothesis that the ruderal character is positively related to plant tolerance to virus infection
whatever the condition of water availability. Following Grime’s definition, ruderals are plant
species from resource-rich environments associated with repeated disturbance, which invest
resources in rapid reproduction and propagule dispersal. Although CSR strategies have been
seminally defined at the interspecific level, recent studies demonstrated that intraspecific

variation is under genetic determinism and ecologically sounded [5,6,30].

Here we showed that CaMV infection modifies morpho-physio-phenological traits of all plant
genotypes, affects plant vegetative performance and annihilates plant reproductive success. In
general, WD decreased plant performance and despite difference in behavior among genotypes,
we found a conserved ranking of genotype tolerance to CaMV when combined to WD. We
followed the procedure of Pierce et al. (2016) to determine the position of each genotype in the
CSR triangle from three easy measurable traits, namely leaf area, leaf dry matter content, and
leaf dry mass per area. We first showed that genotype position in the CSR triangle was in
accordance with recent findings [6,30]. Second, we found that genotype tolerance to viral
infection was positively correlated with the position along the ruderality, i.e. R, axis under well-
watered as well as, although to a lesser extent, upon WD, as applied in this study. Also, in
accordance with the ruderal character of the genotype, and previous findings [12,36], we

showed that genotype tolerance is likely positively correlated with earliness of flowering.

Genotypes cluster in a limited number of responses to CaMV, WD and their combination

In accordance with our previous findings in nine 4. thaliana genotypes infected by CaMV [12],
we observed a significant variation of tolerance to CaMV and the WD among the larger number
of genotypes (n = 44) assayed here. In the present case, the combination of viral infection and
WD was even more detrimental to plant growth compared to our previous study (ranged from
10 % to 40 % in Berges et al. (2018) and from 30 % to 70 % here) and in most of the cases
compared to each individual stress. A statistically significant interaction was found between
CaMV and WD among genotypes in terms of aboveground dry mass (ADM). Although some
combinations of stresses maybe additive [37], interactive effects between biotic and abiotic
stresses are most frequently reported [18,23,38—40]. Despite these interactions, and conversely
to our previous findings [12], here we found a weak but significantly positive correlation

between tolerance to CaMV infection and tolerance to WD. Differences in experimental
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conditions and increased number of assayed genotypes may explain this discrepancy. This
result may be in accordance with previous studies that reported similar hormonal, molecular or
biochemical pathways induced in plants by viral infection or a WD [41-44]. This may also
indicate that the ability of a genotype to endure a stress is part of its inherent functional strategy,
at least partly independently of the type or level of stress considered (see below). However, the
weakness of the relationship suggests strong genotypic variability of plant responses to both
stresses and/or that different mechanisms are also involved. In addition, we found a positive
correlation between tolerance to CaMV determined upon WW and WD conditions. Indeed, WD
did not affect too much the ranking of changes in ADM due to CaMV infection among
genotypes.

Considering together the growth responses of the genotypes to CaMV infection, WD and their
combination, we identified five clusters of genotypes. Some genotypes were mildly susceptible
to CaMV infection while highly susceptible to WD. In that case, effect of combined stresses
was similar to that of WD alone. Other genotypes, such as Tol-7 or Cho-0 had a similar
susceptibility to WD or CaMV but combination of both stresses raised their level of
susceptibility. A third group enclosed genotypes with high susceptibility to both CaMV or WD
but the effect of their combination was close to one or both of the individual stresses. The
genotypes in the fourth group were particularly tolerant to CaMV infection, not very susceptible
to WD, but susceptible to stress combination. Finally, two genotypes, Lch-0 or Lam-0
genotypes were also tolerant to CaMV, but more susceptible to WD and even more susceptible
to the double stress. This may illustrate the limited diversity of plant responses that could be
encountered in natural conditions where combinations of stresses are common, and may open
avenues to develop modeling approaches when limited knowledge on genotype-specific

response is available.

Pagén et al. (2008) showed that tolerance to Cucumber mosaic virus (CMV) in the vegetative
phase was also associated with increased seed production and a shortened reproductive period,
reducing the time span between the production of reproductive structures and seed production.
Shukla et al. (2018) recently showed that A. thaliana that were tolerant to CMV did not show
similar resource reallocation patterns in response to more virulent viruses, suggesting that plant
tolerance is virus-specific. Here we found that performance upon CaMV infection in the
vegetative phase was not related to performance in the reproductive phase since none genotype

developed a mature silique and therefore produce seeds.
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Survival but not reproductive effort of infected plants is improved by WD

Several studies reported increased plant tolerance to abiotic stresses, including WD, upon
infection by viruses [13,45,46]. Across the quite large number of plant genotypes assayed here
(n = 44), we did not find any significant positive effect of CaMV infection on plant tolerance
to WD in terms of vegetative biomass production. In the reproductive phase, our results showed
that reproductive effort, i.e. seed production, was null for all the genotypes investigated for
CaMV infection. This suggests that any improvement of WD tolerance in the vegetative phase
would have no selective advantage for the plant. By contrast, increased survival of the infected
plants and/or increased duration of their vegetative phase would benefit to the virus through
increased chance of spread in the plant population. CaMV is propagated by means of insect
vectors from vegetative tissues but is never propagated from seeds [47]. It would be interesting
to empirically test the evolutionary hypothesis that increased tolerance to abiotic stress of

infected plants may be advantageous for the virus and thus would be under natural selection.

More surprisingly, we found that the survival of plants infected by CaMV was improved by the
WD. It is possible that activated pathways in response to imposition of a WD in addition to the
viral infection may allow the plant to survive longer than infection alone. Indeed, a priming
effect of one stress on the other could activate similar response pathways [48] such as plant
hormones [40,42,49-53], reactive oxygen species or calcium oscillation [54—57]. WD may also
delay or even stop the spread of the virus within the plant through its effects on the reduction

of growth and development rates [36].

Ruderality may predict genotype tolerance to viral infection

A. thaliana is generally found in agricultural fields and other anthropogenic habitats but also in
a wide range of naturally disturbed habitats [58] and is therefore a ruderal species. It was thus
not surprising that across assayed genotypes we found a high average R-score in the Grime’s
triangle CSR strategies scheme, as calculated from the three leaf traits, LA, LMA and LDMC,
following the procedure of Pierce et al. (2017). Also, in accordance with recent findings [5,6],
we found a significant variation along the R-axis across genotypes. It has recently been shown
that the genetic variation found in a set of 426 natural accessions of Arabidopsis thaliana was
associated with the local climatic conditions, with evidence of adaptive selection of CSR
strategies in response to climate [6]. Ruderal strategies, i.e. high R scores, are typically

associated with a short life cycle, low leaf tissue density (low LDMC and/or high SLA), and
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presumably high metabolic rate and low tissue protection [4]. Accordingly, here we found that
the ruderal character of a genotype was positively related to early bolting and flowering,

conversely to LDMC and LMA [6,30].

Our study is the first attempt to relate intraspecific variation in CSR functional strategies to
virus tolerance. At the interspecific level, it has been shown that ruderal (R) species host
intermediate levels of virus richness compared to competitive (C) and stress tolerant (S) species
that host a higher and a lower number of viruses, respectively [1]. The authors suggested that
this interspecific pattern could be related to the level of susceptibility to enemies of the species.
They also suggested that similar patterns should be observed at the intraspecific level in relation
with inherent growth strategies, as shown for fungal pathogens in radish, Raphanus sativus L.,
where fast-growing populations of radish were most susceptible to Fusarium oxysporum [1].
On the one hand, ruderal species may be poorly tolerant to pathogens due to low levels of
defensive chemicals compared to stress tolerant (S) species [59]. On the other hand, short life-
cycle may contribute to escape pathogen attacks and lower pathogen effects. In the case of A.
thaliana, Leisner and Howell (1992) showed that early flowering genotypes had a lower
proportion of symptoms due to a mismatch between the kinetics of virus movement and the rate
of development of the infected plant. Here, we found that the ruderal character of a genotype,
as determined from leaf traits in the vegetative phase, was positively related to its capacity to
tolerate virus infection, and to a lesser extent WD. In relation with the adaptive value of
functional strategies across the natural diversity of 4. thaliana [5,6,29,30], this result affirm the
importance of investigating the role of phytoviruses as selective agents in natural populations

of ruderal species [60,61].
Consistency of leaf traits relationships under viral infection and/or WD

We found similar patterns of responses to combinations of CaMV infection and watering
treatment for both LDMC and LMA (or SLA, its inverse), two leaf traits related to leaf tissue
structure and physiology. This is not surprising since these two leaf traits were highly correlated
across genotypes, as often reported across different scales [6,62,63]. However, it was noticed
that contrasting phenotypic plasticity between these traits may translate into changes in their
correlation structure under contrasting environments [63]. Here we observed that LDMC and
LMA exhibited contrasted changes in response to WD, with LDMC increasing more than LMA,
that translated into changes in the slopes of the relationship between their responses to CaMV.

High plasticity in leaf growth and development in response to WD is generally observed [64]
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and often translate into increase in leaf tissue density and leaf thickness, and therefore into
increase in LDMC and LMA [65,66]. Changes in leaf morphology, excluding signs of
senescence, in response to viral infection have not been thoroughly described. In this study, we
found that CaMV infection tended to increase both LDMC and LMA, although some genotypes
exhibited a different trend. These changes can impact aphid’s behavior and consequently virus

transmission [67,68].

Virus spread is affected by WD

It is known that the time at which viruses move out of the inoculation site into the rest of the
plant varies widely depending on factors such as host and virus species, age of the host, method
of inoculation and abiotic constraints [69,70]. In accordance with our previous results [12], here
we showed the lag time of symptoms appearance and the rate of systemic spread of CaMV
varied across genotypes and were contrastingly affected by the WD depending on the genotype.
The establishment of systemic spread is dependent on the flow of metabolites of the plant via
the phloem [71]. The water deficit by its influence on this phloem flow (i.e. carbon availability
and sink organ growth influences) could influence this systemic movement of viral particles

and modify it [72-75].

Conclusion

In conclusion, this work showed that intraspecific variation in the ruderal character of an A.
thaliana’s genotype was positively related to its tolerance to CaMV infection, partly
independently of the changes due to the watering conditions. This may have practical interest
to use plant ecological strategies, as determined here from easily measurable traits, for
screening larger sets of plant genotypes and virus isolates, and for modeling purposes. In
addition, contrasted plasticity between traits and/or genotype-specific susceptibility/tolerance
to both the virus and the watering conditions may lead to deviation from this general pattern.
Evolutionary implications of increased survival to virus infection upon water deficit would

require further investigations.

-98 -



537

538

539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568

Materials and Methods

Plant material and growth conditions

We selected 44 natural genotypes of A. thaliana originated from the Iberian Peninsula (S1
Table) and included in the 1001 genomes Project (http://1001genomes.org/) [76]. These
genotypes were grown in two experiments (experiment 1, n = 39; experiment 2, n = 20; 15
genotypes in common; S1 Table) under combinations of well-watered (WW), water deficit
(WD), mock inoculation (Mock), and CaMV-inoculation (CaMV) treatments. Experiments
were conducted using the PHENOPSIS facility [35]. This phenotyping platform allows
automated irrigation, weighing and imaging of 504 potted plants under strictly controlled
environmental conditions. Three to five seeds were sown at soil surface in 225 ml pots filled
with a 30:70 (v/v) mixture of clay and organic compost (substrate SP 15 % KLASMANN) and
randomly placed in the PHENOPSIS growth chamber. Soil water content was estimated for
each pot before sowing, as previously described [35]. Soil surface was moistened with a
deionized water, and pots were placed in the PHENOPSIS growth chamber in the dark for two
days at 12 °C air temperature and 70 % air relative humidity. Pots were dampened with sprayed
deionized water three times a day until germination. After germination phase (ca. seven days),
plants were cultivated under 8-h day length (experiment 1; n = 3 plants per genotype and per
treatment) or 12-h day length each day (experiment 2; n = 6 plants per genotype and per
treatment) at 200 umol m? s! photosynthetic photon flux density, at plant height. Air
temperature was set to 20 °C, and air relative humidity was adjusted in order to maintain
constant water vapor pressure deficit (VPD) at 0.6 kPa. At the appearance of the cotyledons,
one plant was kept per pot and temperature was set at 21/18 °C day/night while VPD was set
at 0.75 kPa. Each pot was daily weighed and watered with deionized water to reach the target
soil relative water content (RWCsoit). RWCsoit was maintained at 1.4 g H,O g! dry soil (WW)
until application of the treatments. CaMV (or mock) -inoculation or (see below) was performed
at the emergence of the 10" rosette leaf. WD was applied one week after inoculation,
approximate timing of the first symptoms appearance. Irrigation of half of the CaMV- and
mock-inoculated plants was stopped to reach the WD treatment at 0.50 H>O g! dry soil, reached
after seven days of water deprivation, and then maintained to this value until the end of the
experiment. Under WW, RWCsoii was maintained at 1.4 g H>O g! dry soil. All environmental
data, including daily soil water content, air temperature, and VPD,;, are available in the

PHENOPSIS database [78].
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Virus purification and plant inoculation

The CaMV isolate Cabb B-JI [79] a stylet-borne virus, was used in this study. Virus particles
were purified from CaMV-infected Brassica rapa cv. “Just Right” (turnip) plants according to
Hull and Shepherd, (1976). The quality and quantity of purified virus were assessed by
polyacrylamide gel electrophoresis under denaturing conditions (12% SDS-PAGE) and by
spectrometric measurements at 230, 260 and 280 nm (NanoDrop 2000 spectrophotometer).
Virus concentration was estimated by spectrometry using the formula described by [80]. At the
10-leaf stage A. thaliana plants were mechanically inoculated as previously described [81].
Briefly, CaMV-infected turnip extract was prepared from 1 g of infected leaf material (turnip
leaves presenting systemic symptoms collected at 21 days post inoculation (dpi)) grinded in 1
ml of distilled water with carborundum. Purified CaMV particles were then added to this mix
at a final concentration of 0.2 mg ml! to optimize infection success. For each inoculated plant,
10 ul of the solution described above was deposited on each of three middle-rank leaves. Then,
leaves were rubbed with an abrasive pestle. Control group was mock-inoculated in a similar
way to mimic the wound induced by the mechanical inoculation. Mock-inoculation was
performed with a mix containing non-infected turnip plant extract and the buffer used for virus
purification (100 mM Tris-HCI, 2.5 mM MgCl,, pH 7). All plants were randomly inoculated,

independently of genotype and watering regime.

Measurement of plant traits and symptoms development

During plant development course, following stages were scored: germination, inflorescence
emergence, opening of first flower and shattering of first silique (stages 0.7, 5.01, 6.00 and 8.00
of Boyes et al. (2001), respectively).

Projected rosette area was estimated from automated daily pictures using a semi-automatic
procedure developed in the image analysis environment Image J (Research Services National
Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA) and downloadable on the PHENOPSIS

web site.

Harvests occurred at 30 dpi (experiment 1) or at first silique appearance (experiment 2). Each
rosette (experiment 1) or one fully-expanded leaf per rosette (experiment 1 and 2) was cut, fresh
mass measured then kept in deionized water for 24h at 4 °C to determine the water-saturated
weight (mg). A mature and non-senescent rosette’s leaf was marked (experiment 1) to perform

all leaf measurements. After determination of the water-saturated weight, individual leaves
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were scanned for LA (leaf area) determination (mm?) using ImageJ (Research Services National
Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA). Collected rosettes were oven-dried at
65 °C for at least 5 days, and their dry masses determined. From these measurements, leaf dry
matter content (LDMC, the ratio of dry mass to water-saturated fresh mass, mg g!) and leaf
mass per area (LMA, the ratio of blade dry mass to blade area, mg mm2) the inverse of specific
leaf area (SLA, the ratio of blade area to blade dry mass, mm? mg™') were calculated at the

rosette (experiment 1) and leaf (experiment 1 and 2) levels as described in [82].

We calculated CSR scores (i.e. percentages along the C, S and R axes) for all genotypes in
PHENOPSIS using the method developed by Pierce et al. (2017). The method is based on an
algorithm that combines data for three leaf traits (LA, SLA and LDMC) that were shown to
reliably position the species in the CSR scheme. CSR scores were calculated for each individual
plant and per experiment with the calculation table provided in the supplementary information
of Pierce et al. (2017) then the average was calculated by genotype and experiment. CSR scores

are represented in a triangle plot with package on R “ggtern” [83].

Days to bolting (appearance of flower bud) and days to flowering (opening of the first flower)
were calculated by reporting the bolting and flowering dates to the germination date from the
second experiment data. Mature silique measurements (size of the main stem, mature siliques

number) were carried out on all plants during plant harvest (experiment 2).

Relative change of traits (LDMC, LMA or aboveground dry mass (ADM)) was calculated for
each genotype as: (mean trait valu€given treatment) — (mean trait valu€mock-inoculated:ww)*100 / (mean
trait valuemock-inoculated:ww). Virulence (aggressiveness) was estimated for each genotype as the
relative change of mean aboveground dry mass of the rosette as: (ADMcamv-infected:-wW —

ADMmock—inoculated:WW)*100 / ADMmock—inoculated:WW) and (ADMCaMV—infected:WD - A])1\/[mock—

inoculated:WW)* 100/ ADMmock—inoculated:WW)-

Virus symptoms monitoring were performed daily (from 9 dpi to 30 dpi) for all plants.
Symptoms were scaled 0, 1 or 2 for no symptom, presence of symptoms on a single non-
inoculated leaf, or systemic symptoms, respectively. Time of symptoms appearance, rate of
virus systemic spread, and maximum proportion of infected plants were then calculated from

logistic regressions fitted to these observations according to Berges et al. (2018) [12].

Plant survival of CaMV-infected plants was estimated 30 days after germination in an

additional experiment with growth conditions similar to those described in experiment 2. For
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each genotype, plant survival rate (%) was calculated as the ratio (number of alive plants /

numbers of dead plants.

Data analyses

All analyzes were performed in the programming environment R [84]. Join hierarchical cluster
analysis was performed on relative change of aboveground dry mass (ADM) in response to
CaMV infection, WD and their combination. For each genotype, relative change was calculated
as the ratio of the difference between the trait value of each replicate plant and mean trait value
under control conditions (mock:WW) to the mean trait value under control conditions. Robust
ANOVA tests for all (genotype, virus infection and watering) main and interactive effects were
performed for each trait using the corresponding function in RFIT package. Bootstrapped 95%
confidence intervals (CI) of mean trait values were computed following the mean cl boot
procedure of the HMISC package. Nonlinear models were fitted using the nls function and 95%
confidence intervals for the parameters of fitted models were computed with confint function
of the package MASS. Generalized linear models were tested using the g/m function of the STAT
package. Relationships between traits were examined with Pearson’s coefficients of correlation
(r) where appropriate, or with Spearman’s rank coefficients of correlation (p), using the function

cor.test.
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686 S1 Table. Geographic origin and location of Iberian A. thaliana populations used in this

687  study.

id 1001 G | Name of genotypes Localisation country | Latitude Longitude Group Experience
9515 Ala-0 ESP 39,72 -6,89 spain 1&2
9519 Ang-0 ESP 41,94 2,64 spain 1
9820 Are-0 ESP 41 -4,71 spain 1
9822 Aul-0 ESP 40,52 -4,02 spain 1
9522 Bea-0 ESP 36,52 -5,27 spain 2
8264 Bla-1 ESP 41,6833 2,8 spain 1&2
9825 Boa-0 ESP 40,4 -3,88 spain 1
9827 Bos-0 ESP 42,78 0,69 western_europe 1&2
7063 Can-0 ESP 29,2144 | -13,4811 relict 2
9943 Cdm-0 ESP 39,73 -5,74 spain 1&2
9834 Cho-0 ESP 40,51 -3,9 spain 1
7081 Co POR 40,2077 | -8,42639 spain 1
9507 Coa-0 POR 38,45 -7,5 spain 2
6909 Col-0 USA 38,3 -92,3 germany 1&2
9838 Cot-0 ESP 41,83 -5,38 admixed 1
9841 Ees-0 ESP 40,59 -4,15 spain 1
9844 Esn-2 ESP 42,27 0,19 spain 1
9941 Fei-0 POR 40,92 -8,54 western_europe 2
9847 Fel-2 ESP 43,31 -5,7 western_europe 1&2
9544 Gua-1 ESP 39,4 -5,33 spain 1&2
9852 Ini-0 ESP 40,46 -3,75 spain 1
9853 Lac-0 ESP 43,33 -5,91 western_europe 1
9855 Lam-0 ESP 40,57 -3,89 spain 1&2
9856 Lch-0 ESP 40,51 -4 spain 1
9864 Mat-0 ESP 41,76 2,69 spain 1
9868 Moe-0 ESP 41,78 2,37 spain 1&2
9873 Ndc-0 ESP 37,94 -5,45 spain 1
9565 Orb-10 ESP 42,97 -1,23 admixed 1&2
9875 Ovi-1 ESP 43,38 -5,87 western_europe 1&2
9879 Per-0 ESP 37,6 -1,12 relict 1&2
9883 Pig-0 ESP 42,1 -2,56 spain 1&2
9888 Pva-1 ESP 40,93 -3,31 spain 1
9573 Rds-0 ESP 41,86 2,99 spain 1
9510 Rei-0 POR 38,75 -7,59 spain 1
9578 Sac-0 ESP 42,13 -6,7 western_europe 1
6961 Se-0 ESP 38,3333 | -3,53333 spain 1
7328 Sf-2 ESP 41,7833 3,03333 spain 1&2
9895 Sfb-6 ESP 41,78 2,57 spain 1
9899 Tau-0 ESP 42,54 0,84 spain 1
9588 Tol-7 ESP 42,11 0,6 spain 1
9591 Vad-0 ESP 42,86 -3,59 admixed 2
9512 Vid-1 POR 38,22 -7,84 spain 1
9597 Vig-1 ESP 42,31 -2,53 spain 1&2

688 9599 Vin-0 ESP 42,8 -5,77 western_europe 1
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689 S2 Table. ANOVA (robust) analysis for aboveground dry mass (ADM) on 39 A. thaliana

690 enotypes.
DF RD MeanRD F p-value
idGen 38.0009704.699 255.387 10.715 0.000
inoculation 1.000 6811.049 6811.049 285.766 0.000
watering 1.000 15975.32215975.322670.265 0.000
idGen:inoculation 38.0003290.846 86.601 3.633 0.000
idGen:watering 38.0002019.358 53.141 2.230 0.000
inoculation:watering 1.000 1022.441 1022.441 42.898 0.000
691 idGen:inoculation:watering38.0002174.741 57.230 2.401 0.000
692

693 83 Table. ANOVA (robust) analysis for leaf dry matter content (LDMC) on 39 A. thaliana

694 enotypes.
DF RD MeanRD F p-value
idGen 38.0001811.819 47.679 6.833 0.000
inoculation 1.000 485.603 485.603 69.592 0.000
watering 1.000 468.732 468.732 67.175 0.000
idGen:inoculation 38.000621.031 16.343 2.342 0.000
idGen:watering 38.000350.876 9.234 1.323 0.105
inoculation:watering 1.000 2.542 2.542 0.364 0.547
695 idGen:inoculation:watering38.000379.577 9.989 1.432 0.054
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S4 Table. ANOVA (robust) results for leaf mass per area (LMA) measured on 39 A. thaliana

eno es.

DF RD MeanRD F p-value

idGen

inoculation

watering

idGen:inoculation

idGen:watering

inoculation:watering

38.0001213.215 31.927 5.476 0.000

1.000 310.698 310.698 53.292 0.000

1.000 67.453 67.453 11.570 0.001

38.000495.522 13.040 2.237 0.000

38.000300.478 7.907 1.356 0.086

1.000 42.054 42.054 7.213 0.008

idGen:inoculation:watering38.000394.795 10.389 1.782 0.004

S5 Table. ANCOVA of the relationships between LMA and LDMC and inherent growth rates

at 8-h or 12-h day length.

LMA at 8-h photoperiod LMA at 12-h photoperiod

Predictors Estimates p Estimates p
Intercept 142.65 <0.001 62.67 <0.001
LDMC -1.05 <0.001 -0.18 <0.001
Inoculation (I) -17.61 0.092 -6.90 0.114
Watering (W) -19.62 0.091 -5.55 0.262
LDMC:I 0.26 0.067 0.03 0.159
LDMC:W 0.31 0.043 0.03 0.221
LW 0.54 0.971 -1.25 0.866
LDMC:I:W -0.05 0.793 0.01 0.817
Observations 156 79
R? 0.705 0.805

- 106 -



1500 1

1000 1
0

(MM:Yo0w !, p _ww) ajel uoisuedxs apesoy

0-se3
0—90N
1-elg
0-1eiN
|—eng
0-sog
0-9PN
L=PIA
01-qI0
0-1ed
0-UIA
0-iny
0-0udD
0-u|
0-we
o-eog
08y
9-aiS
0-100
g-us3
0-yo
0-®8lvY
0-buy
0-bid
1=BIA
0-100
0-9S
0D
1=1AO
/-10L
0-1ey
0-spY
0-oeg
1—eAd
0-wpd
0-neL
A
2-1ed

Genotype

703

S1 Fig. Rosette expansion rate of 39 A. thaliana genotypes in control conditions at 8-h day

704
705
706

3) of plants

length. Bars are mean + 95% CI of rosette expansion rate (mm2 d-1) at 30 dpi (n

grown in mock-inoculated: WW.
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S2 Fig. Relationship between relative change of aboveground dry mass (ADM) of 39 CaM V-

infected A. thaliana genotypes. (A) Relationship between relative change of aboveground dry

mass production (ADM; %) in response to WD and CaMV infection under WW. (B)

Relationship between relative change of ADM (%) in response to WD and CaMV infection

under WD. Each point represents the mean relative change of each genotype. Point colors refers

to the different clusters as determined in Fig 1. Lines represent linear regressions and statistical

analyses were done using a Pearson’s: (A)r=0.39, P =0.015. (B)r=0.41; P = 0.003. Data are

from Experiment 1 (n = 39 genotypes, 8-h day length). WW: well-watered conditions; WD:

water deficit.
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S3 Fig. Effects of CaMV infection and watering on leaf mass per area (LMA) of 39 A.

thaliana genotypes. (A) Bars are mean + 95% CI of leaf mass per area (LMA; mg mm-2) at 30

dpi (n = 3) of plants grown in mock-inoculated:WW (white bars), CaMV-infected:WW (dark
grey bars), mock-inoculated:WD (light grey bars) and CaMV-infected:WD (black bars)
conditions. (B) Relative change (£ se) of LMA (%) in mock-inoculated:WW (white circle),
CaMV-infected: WW (dark grey triangle), mock-inoculated:WD (light grey diamond) and
CaMV-infected:WD (black square) conditions. Data are from Experiment 1 (8-h day length).
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S4 Fig. Effects of CaMV infection and watering on leaf dry matter content (LDMC) of 39 A.

thaliana genotypes. (A) Bars are mean + 95% CI of leaf dry matter content (LDMC; mg g-1)

at 30 dpi (n = 3) of plants grown in mock-inoculated:WW (white bars), CaMV-infected:WW
(dark grey bars), mock-inoculated:WD (light grey bars) and CaMV-infected: WD (black bars)
conditions. (B) Relative change (+ se) of LDMC (%) in mock-inoculated:WW (white circle),
CaMV-infected:WW (dark grey triangle), mock-inoculated:WD (light grey diamond) and
CaMV-infected:WD (black square) conditions. Data are from Experiment 1 (8-h day length).
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S5 Fig. Comparison of the relationships between LMA and LDMC and inherent growth rates

at 8-h day length and 12-h day length. (A) Relationship between leaf mass per area (LMA;

mg mm-2) and leaf dry matter content (LDMC; mg g-1) in experiment 1. (B) Relationship
between and LDMC in experiment 2. Each point represents the mean relative change of each
genotype. Lines represent significant linear regressions (P < 0.001). Mock-inoculated: WW
(white circle), CaMV-infected:WW (dark grey triangle), mock-inoculated:WD (light grey
diamond) and CaMV-infected: WD (black square). Data are from Experiment 1 and 2 (n = 39
genotypes, 8-h day length and n = 20, 12-h day length, respectively). (C) Relationship between
expansion rate (mm2 d-1) at 8-h and 12-h day length on 15 A. thaliana genotypes (Spearman’s
r=0.71, P =0.003).

- 111 -



745
746

747
748
749
750
751
752
753
754

Response of ADM to CaMV (%)

-25
-50
50 60 70 80 90
LDMC (mg g '; mock:WW)
B
[ ]

—_ o o
S (S o
> [ ]
=
©
O )
o
= -25 e o o
D .
< .
y— [ ]
o A A A® [
0] A ®
o A A® @0& A
3
(]
(0]
o

-50
M
A A

A
A A % A AA [ JaN

0.009 0.012 0.015 0.018
LMA (mg mm 2; mock:WW)
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Pearson’s r = —0.52, P < 0.001 for WW and Pearson’s r = —0.35, P = 0.031 for WD). Lines
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S7 Fig. Effects of CaMV infection and watering treatment on phenological traits of 20 A.

thaliana genotypes. (A) Days to bolting. (B) Days to flowering. Bars and error bars are means

+ bootstrapped 95% confidence intervals of plants grown under mock-inoculated:WW (white
bars), mock-inoculated:WD (dark grey bars), CaMV-infected:WW (light grey bars) and
CaMV-infected: WD (black bars) conditions. WW: well-watered conditions; WD: water deficit.
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viral infection. Data are from Experiment 2 (20 genotypes; n = 6 replicates per genotype, 12-h

day length).
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Article 3: Water deficit changes the relationships between viral traits of the

Cauliflower Mosaic Virus across Arabidopsis thaliana genotypes

Objectifs du chapitre :

La transmission virale par vecteur est une étape clé pour le virus afin de se maintenir au sein de
son écosystéme. Afin d’augmenter ses chances de pouvoir se propager a partir d’un hdte infecté
a de nouveaux individus sains, le virus doit maintenir celui-ci en vie. Pour cela, le virus doit
trouver un compromis entre sa virulence au sein de [’hdte et son accumulation potentiellement
deélétere. L hypothese du « trade-off » entre transmission et virulence a ainsi été testée. Cette
hypotheése est basée sur deux assomptions : d’une part, une corrélation positive entre
I’accumulation virale et la virulence ; d’autre part, une corrélation positive entre I’accumulation
virale et la transmission. Cependant, ces relations restent controversées dans la littérature et
semblent dépendre du pathosysteme ¢tudié. De plus, il n’existe pas a notre connaissance
d’études sur la modulation des traits viraux dans un contexte de stress abiotique. Au cours de
ce travail nous avons analysé 1’impact d’un déficit hydrique sur les traits viraux (virulence,
accumulation intra-hdte et transmission par vecteur) puis nous avons analysé les relations entre
ces traits selon les conditions environnementales (condition optimale et WD). Cette étude a été
réalisée sur 24 génotypes d’Arabidopsis thaliana infectés par le CaMV en condition de culture
optimale ou de déficit hydrique dans PHENOPSIS et les différents traits viraux mesurés.

Les principales questions abordées ont été :

e Le déficit hydrique peut-il modifier les traits du CaMV (i.e. la transmission par vecteur, la
virulence, et I’accumulation virale intra-hote) ?

e Qu’en est-il des relations entre les traits viraux en condition optimale d’irrigation ?

e Les relations entre les traits viraux sont-elles modifiées lors d’un déficit hydrique ?

e Les traits morphologiques de la plante sont-ils liés (i.e. LDMC) aux traits viraux ?

Cette ¢étude, qui sera prochainement soumise dans Journal of Virology, a confirmé que le

niveau de réponse des plantes en termes de croissance face a un stress isolé ou des stress
combings étaient génotype-dépendant. Dans des conditions optimales d’irrigation, nous avons
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retrouvé une corrélation positive entre la transmission et I’accumulation virale. Cependant, nous
n’avons pas pu mettre en évidence de relation entre la transmission et la virulence du CaMV.
De méme, il semblerait, dans une moindre mesure, qu’une accumulation importante du CaMV
au sein d’un génotype soit corrélée a une meilleure tolérance au virus.

De plus, nos résultats ont confirmé que le WD pouvait modifier le taux de transmission
virale et le niveau d’accumulation virale dans certains génotypes comme nous 1’avions montré
dans le Chapitre 1. L application d’un WD a des plantes infectées par le CaMV conduit a une
altération des corrélations entre la transmission et 1’accumulation et/ou la virulence et
I’accumulation.

Enfin, nous avons mis en évidence qu’un caractere morphologique foliaire important,
la teneur en maticre seche (« leaf dry matter content » ; LDMC) était négativement liée a la
transmission et a I’accumulation du CaMV.

Cette ¢tude démontre I’importance de prendre en compte 1I’environnement abiotique et ses
effets sur I’hote lors de I’étude des traits viraux et de leurs relations.
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Abstract

Considering global climate change, drought episodes are likely to increase in the future and
might influence plant-virus interactions. Previous studies showed that the host environment
may alter several viral traits behavior, however none of them report how these changes are
potentially interfering on their inherent relationships. Here, we investigated the effect of a water
deficit on CaMV traits (i.e., vectored-transmission, within host-accumulation, and virulence)
and their relationships during infection of 24 wild plant genotypes of 4. thaliana native to the
Iberian Peninsula. Plant growth-related traits and virus traits were evaluated in PHENOPSIS,
an automated high throughput phenotyping platform. We tested the hypothesis of a positive
relationship between CaMV viral traits under optimal irrigation conditions that would be altered
under a WD due to changes in these viral traits. Our results showed that WD altered
significantly CaMV vectored-transmission and within-host accumulation in several plant
genotypes. Looking at viral traits’ relationships, we showed that under optimal irrigation
conditions, transmission was positively and significantly correlated with within-host CaMV
accumulation, while the level of virulence tended to be negatively correlated to within-host
accumulation. Under a WD, the correlation between transmission rate and CaMV within-host
accumulation was dramatically affected and became significantly negative. Under this abiotic
constraint we still could not find any robust relationship between CaMV within-host
accumulation and virulence level. Moreover, the LDMC a morphological leaf trait, was
significantly and negatively correlated to CaMV transmission and within-host accumulation.
This pioneer study demonstrates the importance of integrating the abiotic environment of the

host in studies involving viral traits behavior.
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Introduction

As sessile organisms, plants are continuously exposed to combinations of abiotic and biotic
stresses (Gupta and Senthil-Kumar, 2017; Rejeb et al., 2014). Among these combinations, soil
water deficit (WD) and virus infection are two major factors impacting plant performance and
that frequently occur simultaneously in natural conditions (Farooq et al., 2009; Jones, 2009). In
response to these constraints, plants have evolved specific mechanisms to detect environmental
changes and respond to complex stress conditions, minimizing damages while maintaining

valuable resources for growth and reproduction (Pandey et al., 2015).

Viruses are obligate parasites and as such, cannot complete their life cycle without
exploiting a suitable host. Hence host physiological status is critical for the survival of the
pathogen (Hull, 1994). In the context of climate change, recent studies have emerged
considering various important viral life traits (e.g. within-host accumulation, virulence,
transmission) in the tripartite plant-vector-pathogen interactions (Berges et al., 2018; Montes
and Pagén, 2019; Singh et al., 2018). It is now well established that abiotic stresses, and in
consequence changes in the host physiological status influences viral traits most probably
through an alteration of the host signaling pathways (Canto and Palukaitis, 2002; Parizipour et
al., 2018; Szczepaniec and Finke, 2019; Zhang and Sonnewald, 2017). Virulence can be
considered as the ability of the pathogen to infect or not a plant (binary component), or as the
detrimental effect of the pathogen on its host (quantitative trait, i.e. the impact on growth of the
host) (Pariaud et al., 2009). The environment can modify the virulence of pathogens, indeed an
increase in temperature or atmospheric CO2 modifies the virulence of Potato virus X in tobacco

(Nicotiana benthamiana) (Aguilar et al., 2015).

Concerning within-host viral accumulation, it was shown that under WD, soybean
plants accumulated significantly less copies of Soybean mosaic virus compared to an optimal
condition (Nachappa et al., 2016). Under salt stress conditions, expression of Potato virus A in
infected tobacco leaves increases and this is certainly related to calcium signaling (Suntio and
Maikinen, 2012). In general, under high atmospheric COz, viral accumulation of Tomato yellow
leaf curl virus, Potato virus Y et le Potato virus X was shown to decrease (Aguilar et al., 2015;
Huang et al., 2012; Matros et al., 2006). One explanation for this lowest within-host
accumulation would be an alteration of the salicylic and jasmonic signaling pathways (Huang

et al., 2012; Matros et al., 2006). In high temperature conditions, there is a contrasted effect on
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viral accumulation (Canto and Palukaitis, 2002; Obrgpalska-Stgplowska et al., 2015; Parizipour
et al., 2018). For example, accumulation of PVA, Peanut stunt virus or PVY increases in
tobacco whereas it decreases in 4. thaliana / Turnip crinkle virus, tobacco / Tobacco mosaic
virus or wheat / Wheat dwarf virus pathosystems (Canto and Palukaitis, 2002; Parizipour et al.,
2018; Zhang et al., 2012). Finally, during a light stress, the accumulation of the Turnip crinkle
virus in A. thaliana is modified according to the light intensity (Ballar¢, 2014; Chandra-Shekara
et al., 2006). High light intensity increases the multiplication of Turnip mosaic virus (TuMV)

or decreases that of CMV in several natural A. thaliana accessions (Montes and Pagéan, 2019).

Viral transmission is a key step in virus life cycle that allows viruses to maintain
themselves in an ecosystem. Plant viruses mostly rely on a third party for their spread, insects
and among them aphids being by far the most efficient vectors (Bragard et al., 2013). Virus
vectored-transmission is mediated by critical successive processes starting from virus
acquisition on an infected plant, then virus retention in the alimentary apparatus or in the aphid’s
body, and finally virus inoculation to a new plant (Blanc et al., 2011). It is recognized that the
variation in the efficiency of virus transmission depends not only on the intrinsic strategy of
virus and the behavior of vector, but also on the physiological status of host plant, environment
and their interactions. As a matter of fact, transmission of Cauliflower mosaic virus (CaMV)
and TuMYV significantly increased when Brassica rapa source plants experimented a severe
WD (van Munster et al., 2017). In that case, increase in virus transmission might be due to the
ability of the virus to react to changes in its environment (Berthelot et al., 2019; Gutiérrez et
al., 2013; Martiniere et al., 2013). On the other hand, the same abiotic stress applied to A.
thaliana (Col-0) infected with Turnip yellows virus, reduced drastically transmission efficiency
most probably due to an altered feeding behavior of the aphid vector (Yvon et al., 2017).
Similarly, elevated atmospheric CO> resulted in a decrease of the transmission of Cucumber
mosaic virus in pepper plants while it increased Potato virus A transmission in Nicotiana
tabacum L. (Bosquee et al., 2018; Dader et al., 2016). Under a combination of high atmospheric
CO> and high temperature (30° C) a lower transmission of Potato virus Y was observed on

Nicotiana tabacum L. source plants (del Toro et al., 2019).

These viral traits are believed to be in tight interactions allowing successful coevolution
of hosts and pathogens, as originally described through the trade-off hypothesis (Anderson and
May, 1982; Ewald, 1983). This hypothesis predicts the existence of an optimal level of

virulence that integrates the benefits of transmission and the cost of killing the host and so for,
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rely on two key assumptions: (i) a positive correlation between within-host accumulation and
transmission (il) a positive correlation between within-host accumulation and virulence
(Anderson and May, 1982; Froissart et al., 2010). While the first assumption was demonstrated
in several viral pathosystems (Banik and Zitter, 1990; Doumayrou et al., 2013b; Escriu et al.,
2000; Wintermantel et al., 2008), the latter remains controversial (Froissart et al., 2010). Hence,
reports looking at a possible correlation between viral accumulation and virulence yield
conflicting results (Gal-On, 2007; Poulicard et al., 2010; Rodriguez-Cerezo et al., 1991).
Overall, the available data do not allow to confirm or refute the existence of a systematic
correlation between these three viral traits (Alizon et al., 2009; Froissart et al., 2010). Moreover,
data are scarce on how these different viral traits interact in a disturbed environment (Berges et

al., 2018).

To address this question, we used the Cauliflower mosaic virus (CaMV; Caulimoviridae), a
non-circulative virus transmitted by aphids and its natural host Arabidopsis thaliana
(Brassicaceae) as model system (Pagan et al., 2010). Relationships between viral traits and
plant traits under WD were analyzed and compared to the optimal condition in 24 wild A.
thaliana genotypes which come mainly from the Iberian Peninsula along a strong gradient of
rainfall (Alonso-Blanco et al., 2016) and grown under controlled environmental conditions in

the high throughput phenotyping platform PHENOPSIS (Granier et al., 2006).

Results

The CaMV isolate Cabb B-JI successfully infected plants from all the 24 A. thaliana genotypes
analyzed in two independent experiments, whatever the watering treatment. Infected plants
showed characteristic symptoms of a CaMV infection: chlorotic lesions, vein-clearing and
crinkled rosette leaves. Infection by this virus isolate induced a significant reduction of the
aboveground dry mass in all A. thaliana genotypes (Fig. 1). Although we found no significant
differences in Col-0 responses between experiments in terms of transmission or accumulation
of CaMV but, significant differences in the relationships between viral traits were found

between experiments and were thus considered separately in subsequent analyses.
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Fig. 1. Effects of CaMYV infection and watering treatment on growth of A. thaliana genotypes.

Bars are mean + 95% CI of rosette aboveground dry mass (mg) at 30 dpi of plants grown in
mock-inoculated:WW (white bars; n = 4), mock-inoculated: WD (dark grey bars; n =4), CaMV-
infected:WW (light grey bars; n = 15) and CaMV-infected: WD (black bars; n = 15) conditions.
Data are from Experiment 1 and 2 (n = 13 genotypes / experiment, 12-h day length). Different
letters indicate a significant difference between treatments for each accession (nonparametric
Kruskal-Wallis tests; P <0.05). Genotypes are alphabetically ordered by experiment from Bla-
1 to Sf-2 (experiment 1) and from Cdm-0 to Vad-O (experiment 2). Col El: Col-0 of

experiment 1 and Col E2: Col-0 of experiment 2.
Changes in viral traits under water deficit

For each of the 24 plant genotypes, we determined CaMV transmission efficiency by aphids,
within-host viral accumulation and virulence in source plants under well-watered (WW) and
water deficit (WD) conditions. The three viral traits varied significantly among genotypes and
watering conditions (P < 0.001 for genotype x watering interaction term following robust

ANOVAs, but P = 0.96 for the effect of watering on transmission in experiment 2).

Under well-watered (WW), transmission rate varied from 26% in Sf-2 to 59% in Col-0
(experiment 1), and this viral trait varied from 22% in Lam-0 to 58% in Can-0 under WD (Fig.
2A). Changes in transmission rate in response to WD were significant in only four genotypes.
It increased from 41% to 59% in Can-0 and Ini-0, while in Bos-0 and Lam-0 it decreased from
50% to 39% and from 33% to 22%, respectively (Fig. 2A). As a consequence, we found a

significant positive relationship between the transmission rate measured under WW and WD
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conditions in both experiments (» = 0.61, P < 0.001, experiment 1; » = 0.65, P < 0.001,
experiment 2; Fig. 3A). In other words, the rank of the genotype was preserved regardless of
the watering condition in terms of transmission rate. Generally, a plant genotype for which
CaMV transmission was elevated under optimal irrigation showed also a high transmission
efficiency under water deficit (Fig. 3A). Taken together, these data show that for most of plant
genotypes, besides the four genotypes already described (Can-0, Ini-0, Bos-0 and Lam-0),

CaMV transmission is not affected by the watering treatment.

We tested the reliability of the genomic viral accumulation as measured by qPCR versus the
accumulation of functional virus particles as determined by ELISA on a subset of genotypes
grown under both watering conditions. We found a significant positive correlation between
both estimations of virus accumulation whatever the watering condition (» = 0.55, P <0.001; n
=14 for WW and n = 21 for WD; Supplementary Fig. S1), thus validating the use of the gPCR
method for screening large sets of samples. Similarly, to transmission rate, within-host viral
accumulation varied greatly among genotypes in both watering treatments with a 20-fold
CaMV accumulation difference between Ala-0 (1.4) and Lch-0 (28.9) under WW, and a 4-fold
difference between Fei-0 (7.8) and Lam-0 (34.2) under WD (Fig. 2B). However, although this
trait was more affected by WD, no general increasing or decreasing trend was observed. Within-
host viral accumulation increased significantly in eight genotypes, while it decreased in three
other ones Lch-0, Orb-10 and Ovi-1 with particularly high within-host viral accumulation in
WW (Fig. 2B). Consequently to the differences among genotypes responses to WD, no
correlation between the within-host viral accumulation under WW and under WD conditions
was detected in the first experiment (» = 0.008, P =0.95; Fig. 3B) and, in the second experiment,
the correlation was significantly but weakly negative (» =—0.32, P = 0.024; Fig. 3B).

As expected from Fig. 1, virulence varied among genotypes and was significantly modified by
the WD (Fig. 2C). Under WW, most tolerant genotypes exhibited less than 11% reduction (Pig-
0) in aboveground dry mass, while in most susceptible ones accumulation of aboveground dry
mass decreased up to 60% (Ini-0). Combination of viral infection and WD was even more
detrimental to plant growth and accumulation of aboveground dry mass of all genotypes was
decreased by more than 40%, with less variation between genotypes than under WW (among-
genotype coefficient of variation = 31% under WW vs. 13% under WD). A positive and
significant correlation between virulence under WW condition and virulence under WD

condition was found in both experiments (experiment 1: » = 0.62, P <0.001; experiment 2: r =
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0.55, P <0.001; Fig. 3C). In other words, the rank of the genotypes was conserved regardless
of the watering condition in terms of virulence. Generally, a plant genotype for which virulence
was elevated under WW was also more susceptible under WW (Fig. 3C).
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Fig. 2. CaMV traits of A. thaliana genotypes under well-watered and water deficit conditions.

(A) Transmission rate, i.e., mean proportion of infected test plants (n = nine per source plant;
%). (B) Accumulation of CaMV on source plants (n = 11; NO CaMV / NO Actine UBC21). (C)
Virulence of CaMV on source plants (n = 15; % of dry mass reduction). Data are from
experiment 1 and 2 (n = 13 genotypes / experiment, 12-h day length). Genotypes are
alphabetically ordered by experiment from Bla-1 to Sf-2 (experiment 1) and from Cdm-0 to
Vad-0 (experiment 2). Col _E1: Col-0 of experiment 1 and Col E2: Col-0 of experiment 2. Bars
and error bars are means + bootstrapped 95% confidence intervals of plant grown under CaMV-
infected: WW (light gray bars) and CaMV-infected: WD (black bars) conditions at 30 dpi. Stars
indicate a statistically significant difference between watering treatment for each genotype

(nonparametric Kruskal-Wallis tests; P <0.05) and n.s.: non-significant.
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or (C) virulence of CaMV (% of dry mass reduction) under well-watered (WW) and water
deficit (WD) conditions. Each dark circle represents one genotype of experiment 1 and each
grey triangle represents one genotype of experiment 2. Data are from experiment 1 and 2 (n =
13 genotypes / experiment, 12-h day length). Lines represent linear regressions (Experiment 1:
solid line; experiment 2: dashed line) and statistical analyses were done using a Pearson’s: (A)
Experiment 1: r =0.61, P < 0.001 and experiment 2: r = 0.65, P <0.001; (B) experiment 1: r =
0.008, P = 0.95 and experiment 2: r =—0.32, P = 0.024; (C) experiment 1: r = 0.62, P < 0.001
and experiment 2: r = 0.55, P <0.001.

Water deficit changes the relationships between viral traits

Under WW, a significant positive correlation was found between CaMV within-host
accumulation and virus transmission rate by aphids in both experiments (experiment 1: »=0.29,
P = 0.036; experiment 2: » = 0.67, P < 0.001; Fig. 4A). Under these non-limiting watering
conditions, viral accumulation was negatively but slightly correlated to CaMV virulence in both
experiments and the trend was significant only in experiment 2 (experiment 1: » =-0.17, P =
0.22; experiment 2: r = —0.26, P = 0.05; Fig. 4B). Finally, no significant correlation between
virulence and viral transmission was found under WW condition (experiment 1: » = 0.22, P =

0.11; experiment 2: » =0.11, P = 0.44; Fig. S2A).

Contrasted changes in viral traits in response to WD across 4. thaliana genotypes (Fig. 2) led
to changes in the relationships between these traits. Specifically, the correlation between
within-host viral accumulation and virus transmission was reversed to negative under WD
(experiment 1 and 2: both r = -0.49, P < 0.001; Fig. 4C). Similarly, the correlation between
virulence and within-host viral accumulation, which tended to be negative under WW, was
reversed under WD (experiment 1: r = 0.32, P = 0.021; experiment 2: r = 0.14, P = 0.32; Fig.
4D).

Finally, while no significant correlation between virulence and viral transmission under WD
could be found in experiment 1 (r = 0.002, P = 0.9; Supplementary Fig. S2B), in experiment 2,
a negative correlation between these two traits was detected (r = —0.37, P = 0.009;

Supplementary Fig. S2B).
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Fig. 4. Relationship between CaMV traits of A. thaliana genotypes under well-watered and

water deficit conditions. (A) Relationship between transmission rate, i.e., mean proportion of

infected test plants (n = nine per source plant; %) and accumulation of CaMV on source plants
(n = 11; NO CaMV / NO Actine UBC21) under well-watered condition. (B) Relationship
between virulence (n = 15; % of dry mass reduction) and within-host CaMV accumulation on
source plants under well-watered condition. (C) Relationship between transmission rate, i.e.,
mean proportion of infected test plants (n = nine per source plant; %) and accumulation of
CaMV on source plants (n=11; NO CaMV / NO Actine UBC21) under water deficit condition.
(D) Relationship between virulence (n = 15; % of dry mass reduction) and within-host CaMV
accumulation on source plants under water deficit condition. Each dark circle represents one

genotype of experiment 1 and each grey triangle represents one genotype of experiment 2. Data

- 133 -



238
239
240
241
242
243

244

245
246
247
248
249
250
251
252

253
254
255
256
257
258
259

are from experiment 1 and 2 (n = 13 genotypes / experiment, 12-h day length). Lines represent
linear regressions (Experiment 1: solid line; experiment 2: dashed line) and statistical analyses
were done using a Pearson’s: (A) Experiment 1: r=0.29, P =0.036 and experiment 2: r = 0.67,
P <0.001; (B) experiment 1: r =—0.17, P = 0.22 and experiment 2: r = —0.26, P = 0.05; (C)
experiment 1 and 2: r =-0.49, P <0.001; (D) experiment 1: r=0.32, P =0.021 and experiment
2:1=0.14, P =0.32.

Viral traits are correlated with leaf dry matter content

Then, we looked for relationship between LDMC, a major leaf trait known to be implicated in
response to stresses, viral transmission and within-host viral accumulation. Under WW, LDMC
was significantly and negatively correlated with viral transmission (experiment 1: » =—0.48, P
< 0.001; experiment 2: r = —0.36, P = 0.011; Fig. 5A) and within-host viral accumulation
(experiment 1: » = —0.56, P < 0.001; experiment 2: » = —0.37, P = 0.007; Fig. 5B) in both
experiments. Thus, plant genotypes presenting an inherent low leaf tissue density would have
higher transmission rate and higher within-host viral accumulation level than plant genotypes

harboring high leaf tissue density.

Upon WD, these relationships remained true for viral transmission but were impaired for CaMV
accumulation in the second experiment (Fig. 5C and 5D). Indeed, the correlation between
LDMC and CaMV transmission under water deficit remained significantly negative in both
experiments (experiment 1: » =—0.36, P = 0.007; experiment 2: r =—0.23, P < 0.02; Fig. 5C).
However, while the relationship between LDMC and within-host viral accumulation under WD
remained negative in the second experiment (» = —0.32, P = 0.03; Fig. 5D), it was no longer

significant in the first experiment (» = 0.05, P = 0.70; Fig. 5D).
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Fig. 5. Relationship between leaf morphological traits and transmission rate of CaMV -

infected A. thaliana genotypes under well-watered and water deficit conditions. Relationships

of leaf dry matter content (LDMC; mg g-1) measured under control (mock:WW) conditions vs.
(A) transmission rate (%) under well-watered (WW) conditions, (B) within-host CaMV
accumulation under well-watered (WW) conditions, (C) transmission rate (%) under water
deficit (WD) conditions, (D) within-host CaMV accumulation under water deficit (WD)
conditions. Each dark circle represents one genotype of experiment 1 and each grey triangle
represents one genotype of experiment 2. Data are from experiment 1 and 2 (n = 13 genotypes
/ experiment, 12-h day length). Lines represent linear regressions (Experiment 1: solid line;
experiment 2: dashed line) and statistical analyses were done using a Pearson’s: (A) Experiment

1: 1=-0.48, P <0.001 and experiment 2: r =—0.36, P = 0.011; (B) experiment 1: r =-0.56, P
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< 0.001 and experiment 2: r = —0.37, P = 0.007; (C) experiment 1: r = -0.36, P = 0.007 and
experiment 2: r =—-0.23, P = 0.7 and (D) experiment 1: r = 0.05, P = 0.7 and experiment 2: r =
—0.32, P =0.03.

Discussion

Perturbating effects of abiotic stresses on host physiological status might influence the life cycle
of viruses and the relationships between viral traits such as within-host accumulation, virulence
and vectored-transmission. However experimental data are scarce. Here we investigated the
modifications of viral traits and their relationships with plant responses in 24 genotypes of the
model plant 4. thaliana infected with the CaMV and grown under two contrasted watering

conditions.

Within-host accumulation, often measured together with the virulence is known to be
affected by abiotic stresses (Huang et al., 2012; Matros et al., 2006). This seems intuitive since
viral multiplication requires the host machinery and so for is intimately linked to the host
physiological status. In our study we measured within-host accumulation in all individual plants
using the qPCR technique. Noteworthy, the validity of this method was confirmed by ELISA,
allowing the detection of CaMV particles, the functional virus entity. We could then observe
that indeed most of the plant genotypes growing under WD showed a virus accumulation altered
compared to the WW condition. Hence, this observation was exemplified by a loss of
correlation (experiment 1) or a slight negative correlation (experiment 2) suggesting an overall
negative effect of WD on virus accumulation. Negative effects of WD on within-host viral
accumulation was already shown (Berges et al., 2018; Nachappa et al., 2016). Moreover,
application of the double stress (WD x CaMV infection) or virulence under WD (as measured

by reduction of vegetative growth) was overall altered by the WD.

The correlation analysis between the transmission rate under WW and the transmission
rate under WD showed that the abiotic stress did not greatly modify the transmission rate in all
genotypes, only in few genotypes this trait was significantly altered. While transmission was
significantly enhanced in two genotypes, a significant decrease of this parameter was observed
in two other ones. In the context of climate change, studies have emerged investigating this
major key step in the virus life-cycle in contrasted abiotic environments. A number of studies
have been published on the influence of climate change on vector-borne diseases of plants and

on their spread. Among these studies, those concerning viruses have long focused either on the
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vector biology (e.g. developmental time, longevity, fecundity, migration) or ecology (Richard
et al., 2019; Scherm, 2004). While most of these studies speculate on a possible impact of
environmental changes on the rate of virus transmission, direct experimental support was totally
lacking, or not statistically tested until very recently (Berges et al., 2018; Chung et al., 2016;
Déder et al., 2016; van Munster et al., 2017; Nachappa et al., 2016; Yvon et al., 2017). Thus,
depending of the pathosystem and the abiotic stress applied, results are contrasted but overall

these studies show the potential influence of abiotic stresses on virus transmission rate.

When looking at relationships between viral traits under WW we observe that
transmission rate was overall positively correlated with within-host accumulation. Positive
correlation between these two viral traits was already shown for several other viral
pathosystems and is understandable since a strong availability of virus particles within plant
cells might lead to a higher chance of acquisition by the vector (Banik and Zitter, 1990; Escriu
et al., 2000; Normand and Pirone, 1968). However, under WD condition, other mechanisms
than only within-host accumulation might explain changes in virus transmission rate. Indeed,
in the specific cases of Can-0 and Ini-0 genotypes that presented a significant increase of
transmission rate under WD, within-host accumulation was not involved. Such a lack of
correlation between within-host accumulation and an increase of transmission rate was already
shown when CaMV- B. rapa source plants experienced a severe water deficit (van Munster et
al., 2017). It was suggested that this significant increase of the transmission rate would be rather
due to a change of the host plant physiological status that could trigger a direct effect on the
virus behavior (Gutiérrez et al., 2013). It is now well known that CaMV can ‘sense’ the aphid
feeding activity, as well as some abiotic stresses, and immediately and reversibly produce
transmissible morphs (Martiniere et al., 2013). Such rapid viral reaction actually predisposes
the infected plant to a more efficient virus acquisition and transmission by aphid vectors
(Gutiérrez et al., 2013; Martiniére et al., 2013). This remarkable phenomenon has been
designated by the term ‘transmission activation’ and it can be triggered by abiotic stresses such

as CO» treatments (Drucker and Then, 2015).

Concerning the relationship between within-host accumulation and virulence, results
were more contrasted in the optimal condition. While in one group of genotypes (experiment
1) no correlation could be detected between these traits, in the other group (experiment 2), a
significant but weak negative correlation was observed. In light of these results we cannot

conclude on existence of a correlation in our pathosystem but still, it seems that a tendency to
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a negative correlation exists. These data can be compared to what has been previously shown
in other viral pathosystems where a higher viral accumulation was associated to more attenuated
symptoms or lower dry weight of the host plant (Poulicard et al., 2010; Rodriguez-Cerezo et
al., 1991). This ability of the virus to strongly multiply within his host without making a lot of
damages can be seen as a better adaptation of the virus in these particular genotypes. Moreover,
in the context of plant-parasite co-evolution, recent studies suggest that most viruses abundantly
detected in wild plants may not cause obvious disease and some would be even clearly
beneficial to their host in extreme environmental conditions, especially WD (Malmstrom et al.,
2011; Roossinck, 2015; Xu et al., 2008). Under WD, these correlations were altered
highlighting a significant effect of this abiotic stress on CaMV life cycle. Due mainly to the
lower within-host accumulation in plants under WD, the relationship between transmission and
virus accumulation was reversed. As a result, plants with a lower virus content became
significantly better virus transmitters. In the same way, the relationship between accumulation
and CaMV virulence was also modified under WD. However, as discussed for the WW
condition, due to the marginal significance of the correlation no conclusion on the role of virus

accumulation on the level of virulence can be made.

The virulence-transmission trade-off was tested in both conditions. In the WW condition
no correlation could be detected in both experiments, while in the WD condition in one of the
two experiments (experiment 2) a significant correlation was found expressing the fact that
possibly in these genotypes, transmission rate was higher when plants were less impacted by
the virus infection. The fact that we were unsuccessful to show a trade-off between these traits
might be explained by the fact that one of the two required assumptions to estimate this trade-
off (i.e. a positive correlation between within-host accumulation and virulence) was not
demonstrated in our model system as discussed previously. Moreover, the trade-off hypothesis
is an adaptive hypothesis that supposes a common evolutionary history between the host and
the pathogen suggesting an efficient development of the parasite without harming the host
(Froissart et al., 2010). As a matter of fact, in particular with the rise of the metagenomics,
sequence data collected in natura confirm this assumption. Indeed, most of virus-infected plants
are asymptomatic (Malmstrom et al., 2011; Roossinck, 2015). In our model system the virus
isolate did not co-evolve with plant genotypes since CaMV B-JI was originally isolated from
B. rapa and fixed by cloning the genome sequence (Delseny and Hull, 1983). Moreover, the

trade-off model can be controversial since it might simplify the biological reality by considering
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that the virulence and transmission of the parasite are independent of the characteristics of the
host (Ebert and Bull, 2003). In fact, these viral traits are the result of multiple interactions within
the host, such as the host behavior to counteract the development of the infection once the
infection has been initiated (Ebert and Bull, 2003). These relationship on viral traits would be

modified in response to abiotic environment (Ebert and Bull, 2003).

Leaf dry matter content (LDMC), a trait related to leaf tissue density and structure, is
often considered to be related to leaf robustness and toughness (Kitajima and Poorter, 2010;
Poorter et al., 2009). This plant trait was previously shown to be linked to biotic stresses such
as herbivory (Pérez-Harguindeguy et al., 2003; Poorter et al., 2009; Schuldt et al., 2012).
Indeed, LDMC is believed to be part of an inherent plant strategy to tolerate or to escape this
major source of stress (Pérez-Harguindeguy et al., 2003; Schuldt et al., 2012). To date there is
no data on a possible link between plant LDMC and virus infection. In our study, we showed
that whatever the watering condition, basal LDMC was negatively and significantly correlated
to virus accumulation and CaMV vectored-transmission. Thus, a plant genotype harboring
denser and/or thicker leaves would have a lower within-host accumulation and a reduced
transmission rate. How this physiological plant parameter is possibly linked to a plant defense
strategy to counteract virus infection and spread remains hypothetic and deserves further

studies.

Materials and Methods

The study system

We selected 24 natural genotypes of A. thaliana originated from the Iberian Peninsula and
studied in the 1001 genomes Project (Alonso-Blanco et al., 2016). These genotypes were grown
in two independent experiments and results further analyzed as such. Col-0 genotype was
present in both experiments and was used as a standard to allow the comparison between
experiments. Plants were grown under combinations of well-watered (WW) or water deficit
(WD), and CaMV-inoculated (CaMV) or mock inoculated (Mock). In summary, four
conditions: mock-inoculated:WW (n = 4), mock-inoculated: WD (n = 4), CaMV-infected: WW
(n = 15) and CaMV-infected:WD (n = 15) plants per genotype were analyzed in each

independent experiment.

Cauliflower mosaic virus isolate Cabb B-JI was routinely propagated by mechanical
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inoculation on turnip plants (Brassica rapa L.ssp rapa “Just Right”) grown in a free-insect

greenhouse (Delseny and Hull, 1983).

The colony of the aphid-vector species M. persicae, collected over 30 years ago in the south of
France was maintained on eggplants (Solanum melongena) in insect-proof cages, in a growth
chamber at 24/19 °C with a photoperiod of 14/10 h (day/night), in conditions ensuring clonal
reproduction. Aphids were transferred to new cages and to new non-infested host plants
(Solanum melongena) every two weeks, in order to avoid overcrowding and induction of the

development of winged morphs.
Experimental design and A. thaliana growth conditions

In these two experiments, plants were grown in the high-throughput phenotyping platform
PHENOPSIS. Three seeds were sown at soil surface in 225 ml pots filled with a 30:70 (v/v)
mixture of clay and organic compost (Substrate SP 15 % KLASMANN) and randomly placed
in the PHENOPSIS growth chamber. Soil water content was estimated for each pot before
sowing, as previously described (Granier et al., 2006). Soil surface was moistened with a
deionized water, and pots were placed in the PHENOPSIS growth chamber in the dark for two
days at 12 °C air temperature and 70 % air relative humidity. Soil surface was moistened with
a deionized water, and pots were placed in the PHENOPSIS growth chamber in the dark for
two days at 12 °C air temperature and 70 % air relative humidity. Pots were dampened with
sprayed deionized water three times a day until germination. After germination phase (ca. seven
days), plants were cultivated under 12-h photoperiod each day at 200 pmol m? s!
photosynthetic photon flux density, at plant height. Air temperature was set to 20 °C, and air
relative humidity was adjusted in order to maintain constant water vapor pressure deficit (VPD)
at 0.6 kPa. At the appearance of the cotyledons, one plant was kept per pot and temperature was
set at 21/18 °C day/night while VPD was set at 0.75 kPa. Each pot was daily weighed and
watered with deionized water to reach the target soil relative water content (RWCsoit). RW Csoil
was maintained at 1.4 g H,O g dry soil (WW) until application of the treatments. CaMV (or
mock) -inoculation or (see below) was performed at the emergence of the 10" rosette leaf. WD
was applied one week after inoculation, approximate timing of the first symptoms appearance.
Irrigation of half of the CaMV- and mock-inoculated plants was stopped to reach the WD
treatment at 0.50 H,O g dry soil, reached after seven days of water deprivation, and then

maintained to this value until the end of the experiment. Under WW, RWCsoii was maintained
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at 1.4 g H,O g dry soil. All environmental data, including daily soil water content, air

temperature, and VPDs;, are available in the PHENOPSIS database (Fabre et al., 2011).
Measurement of plant traits

Each rosette was cut at 30 dpi and its fresh mass measured (mg). Rosettes were then oven-dried
at 65 °C for at least 5 days, and dry masses were determined. From these measurements, leaf
dry matter content (LDMC, the ratio of dry mass to water-saturated fresh mass, mg g-') was

calculated at the rosette levels as described in (Perez-Harguindeguy et al., 2013).
Virus purification and plant inoculation of source plants

Virus particles were purified from CaMV-infected Brassica rapa according to Hull and
Shepherd (1976). The quality and the quantity of purified virus were assessed by
polyacrylamide gel electrophoresis under denaturing conditions (12% SDS-PAGE) and by
spectrometric measurements at 230, 260 and 280 nm (NanoDrop 2000 spctrophotometer).
Virus concentration was estimated by spectrometry using the formula described by Hull and

Shepherd (1976).

Viral inoculum was prepared as follows: 1 g of CaMV-infected leaf turnip plant (21 dpi) was
grinded in 1 ml of distilled water with carborundum. Purified CaMV particles were then added
to this mix at a final concentration of 0.2 mg. ml! to optimize infection success. Mechanical
inoculation occurred on 3-4 weeks-old A. thaliana plants (corresponding to 10-12 expanded
leaves). Three middle-rank leaves of each plant were inoculated by deposing 10 pl of the
inoculum source (see above) on each leaf and gently scrubbing with carborundum. Control
group was mock-inoculated in a similar way to mimic the wound induced by mechanical
inoculation. Mock-inoculation was performed with a mix containing non-infected turnip plant
extract and the buffer used for virus purification (100 mM Tris-HCL, 2.5 mM MgCl,, pH 7). All
plants were randomly inoculated, independently of accessions and watering regime. Ten

minutes after inoculation, plants were rinsed with water to remove excess of abrasive powder.
Virulence

In this study, the proxy of virulence was defined as the impact of the virus on vegetative growth

1.e. plant rosette’s dry mass. Plant harvests occurred 30 dpi, after transmission experiments.
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Virulence (aggressiveness) was estimated for each genotype as the relative change of mean
aboveground dry mass of the rosette as: (Dry masscamv-infected:-ww —Dry masSmock-
inoculated:WW)*IOO /Dl‘y massmock—inoculated:WW) and (Dl‘y mMasScaMvV-infected:WD — Dl‘y mMasSmock-

inoculated:ww)* 100 /Dry massmock-inoculated:ww) and expressed as a percentage of reduction.
Transmission assays

CaMV transmission efficiency was assessed at 30 dpi. Batches of 20 M. persicae larvae (L2-
L4 instars) were starved for one hour before being transferred at the rosette center of a source
plant for virus acquisition. Eleven symptomatic source plants were used per accession and
watering treatment. When aphids stopped walking and inserted their stylets into the leaf surface,
they were allowed to feed for a short two-minutes period. Viruliferous aphids were then
immediately collected in a Petri dish and individually transferred to one-month-old Col-0
plantlets (test plants) grown under non-stressing conditions (one aphid per test plant; nine test
plants per source plant). Noteworthy previous experiments showed that CaMV transmission
rate (from a virus donor infected plant) did not vary significantly according to the identity of
the accession used as test plant (receptor plant) in transmission experiments (Berges et al.,
2018). For practical reasons, we therefore used Col-0 as test plants in subsequent transmission
assays. After an inoculation period of three hours, aphids were eliminated by insecticide spray
(0.2 % Pirimor G). Test plants were then placed in a growth chamber with the same conditions
of air humidity, temperature and light as source plants and maintained under non-stressing
conditions. Symptoms of virus infection were recorded 21 days later by visual inspection on
test plants, as previously reported (Berges et al., 2018; van Munster et al., 2017) and virus
transmission rate was then calculated. Following transmission experiments, three leaf discs in
the center of the rosette were randomly collected on each source plant and stored at —80°C for

further nucleic acid extraction and quantification of virus accumulation.

Plant DNA extraction

Total DNA from CaMV-infected samples (pool of three leaf discs collected per plant) was
extracted according to a modified Edwards protocol (Edwards et al., 1991) with an additional
washing step with 70 % ethanol (eleven biological replicates per accession and treatment).
DNA was resuspended in 50 pl of distilled water, and ten-fold dilutions were used as qPCR
templates. Quality and quantity of the extracted total nucleic acid were assessed by

spectroscopic measurements at 230, 260 and 280 nm (NanoDrop 2000 spectrophotometer).
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Within-host viral accumulation

CaMV DNA quantification (eleven biological replicates per accession and treatment) was
performed as duplicates by qPCR in 384-well optical plates using the LightCycler FastStart
DNA Master Plus SYBRGreen I kit (Roche) in a LightCycler 480 (Roche) thermocycler
according to the manufacturer’s instructions. Specific primers designed for the quantification
of CaMV genome (Ca4443-F: 5>-GACCTAAAAGTCATCAAGCCCA-3’ and Ca4557-R: 5°-
TAGCTTTGTAGTTGACTACCATACG-3’) and two house-keeping genes: A. thaliana
ubiquitin-conjugating enzyme 21 gene (UBC21; UBC21 At F: 5’-
TGCAACCTCCTCAAGTTCGA-3’ and UBC21_At R: 5’-GCAGGACTCCAAGCATTCTT-
3’) and A. thaliana actin gene (F-Act2: 5>-GACYBTAYGGTAACATTGTGCTC-3” and R-
ActBra: 5’-GATCTCTTTGCTCATACGGTCTG-3") were used at a final concentration of 0.3
pM. All qPCR reactions were performed with 40 cycles (95 °C for 15 s, 62 °C for 15 s and 72
°C for 15 s) after an initial step at 95 °C for ten minutes. The qPCR data were analyzed with
the LinReg PCR program to account for the efficiency of every single PCR reactions (Ruijter
et al., 2009). The absolute initial viral concentration in 4. thaliana plants, expressed in arbitrary
fluorescence units (No CaMV) was divided by that of 4. thaliana of UBC21 and Actine genes,

in order to normalize the amount of plant material analyzed in all samples.
DAS-ELISA

In order to compare viral genome accumulation (by qPCR) with CaMV particles accumulation,
we perform ELISA experiments on a small subset of samples (n= 14 genotypes for WW and n
= 21 genotypes for WD). CaMV particles accumulation in source plants was evaluated by
Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (DAS-ELISA) using the Reagent Set Alkaline
Phosphatase SEDIAG Kit for CaMV. After grinding the samples (approximately 100 mg) in
liquid nitrogen, and resuspension in 250 pl of H>O, samples were centrifuged (10 mins, 5000
rcf). Samples were then divided in order to compare both techniques. After addition of 350 uL
of buffer (for 1L, 10 g of PVP, 0.5 mL of Tween20, pH 7.3), samples were centrifuged (5 mins,
5000 rcf) to remove leaf debris. ELISA test was performed using a polyclonal CaMV-antibody
according to the protocol manufacturers. Presence of viral proteins was revealed using an
EPOCH spectrophotometer (Biotek®) by measuring the optical density (OD) at 405 nm every
15 minutes until OD saturation. Controls: plants samples (healthy turnip leaves and CaMV-

infected turnip leaves samples), as well as negative and positive controls from the kit were
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added to the analysis. Average value of healthy samples (expressed as OD) was subtracted from

each sample before calculating the average for each duplicated sample.

Data analyses

All analyzes were performed in the programming environment R (R Core Team, 2017). Each
experiment was considered as independent experiments and analyzed separately by integrating
Col-0 control genotype present in both experiments. For each genotype, the effects of the
treatments on aboveground dry mass, transmission rate, virulence and viral accumulation were
analyzed by non-parametric Kruskal-Wallis tests. Bootstrapped 95% confidence intervals (CI)
of mean trait values were computed following the mean cl boot procedure of the HMISC
package. Nonlinear models were fitted using the nls function and 95% confidence intervals for
the parameters of fitted models were computed with confint function of the package MASS.
Generalized linear models were tested using the g/m function of the STAT package.
Relationships between traits were examined with Pearson’s coefficients of correlation (r) using

the function cor.test.
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Supporting Information

The following Supporting Information is available for this article:

Fig. S1. Relationship between accumulation of CaMV by qPCR or ELISA method of CaMV-
infected 4. thaliana genotypes under well-watered and water deficit conditions.

Fig. S2. Relationship between virulence and transmission rate of CaMV of 4. thaliana
genotypes.
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Fig. S1. Relationship between accumulation of CaMV by gPCR or ELISA method of CaMV -

infected A. thaliana genotypes under well-watered and water deficit conditions. Each point

represents a genotype infected by CaMV under well-watered (WW; dark blue circle; n = 14
genotypes) or water deficit (WD; red triangle; n = 21 genotypes) conditions (12-h day length).

Lines represent significant linear regressions (P < 0.001).
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Fig. S2. Relationship between virulence and transmission rate of CaMV of A. thaliana

genotypes. Relationship between transmission rate i.e., mean proportion of infected test plants
(n =9 per source plant) and virulence (n = 15; % of dry mass reduction) under well-watered
(A) or under water deficit condition (B). Each dark circle represents one genotype of experiment
1 and each grey triangle represents one genotype of experiment 2. Data are from experiment 1
and 2 (n = 13 genotypes / experiment, 12-h day length). Lines represent linear regressions
(Experiment 1: solid line; experiment 2: dashed line) and statistical analyses were done using a
Pearson’s: (A) Experiment 1: r = 0.22, P =0.11 and experiment 2: r = 0.11, P = 0.44 and (B)
experiment 1: r = 0.002, P = 0.9 and experiment 2: r =-0.37, P = 0.009).
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1- Facteurs explicatifs des changements induits sur la transmission virale par

un déficit hydrique

La transmission virale par vecteur est une étape importante pour assurer la survie d’un
virus au sein d’un écosysteme (Bragard et al., 2013). Nous avons montré que le déficit hydrique
(WD) modifiait de manicre significative et contrastée la transmission et 1’accumulation du
CaMV chez plusieurs génotypes d’A. thaliana. Ces résultats sont a rapprocher d’autres études
montrant ¢galement I’effet d’un déficit hydrique ou d’autres stress abiotiques sur ces traits
viraux (stress salins, forte température, teneur €élevée en CO; atmosphérique) (Aguilar et al.,
2015; Déader et al., 2016; Huang et al., 2012; van Munster et al., 2017; Parizipour et al., 2018;
Suntio and Mékinen, 2012; del Toro et al., 2019; Yvon et al., 2017).

a. Comportement alimentaire des pucerons sur des plantes en déficit hydrique

Nous avons présenté¢ dans I’introduction de cette these 1’influence possible des stress
abiotiques sur le comportement alimentaire du vecteur et donc sur la transmission. Le statut
physiologique de la plante hote lorsqu’il est affecté peut ainsi entrainer une altération du
comportement alimentaire du puceron et par conséquence avoir également un effet sur la
transmission virale (Dader et al., 2016; Nachappa et al., 2016; Yvon et al., 2017). Dans le cas
des virus circulants, qui nécessitent de longues périodes de prise de nourriture afin d’acquérir
le virus, les interactions vecteur-plante hote sont indiscutables. Ainsi il a ét¢ montré que
I’acquisition du Turnip yellows virus, un virus restreint au phloéme, était réduite de manicre
trés importante lorsque la plante hote subissait un WD sévéere (Yvon et al., 2017). Cela a pu étre
corré¢lé directement a la quantité de virus ingérée par le puceron vecteur et donc d’un
changement de comportement alimentaire de celui-ci. En effet des études antérieures ont
montré qu’afin de compenser une seve élaborée rendue trop riche (concentration en sucres) et
¢viter une déshydratation, les pucerons se nourrissaient davantage dans la séve brute lors d’un
WD (Pompon et al., 2010, 2011; Vickers, 2012). De méme, le puceron Acyrthosiphon pisum a
une phase de prise de nourriture réduite dans le phloéme de Medicago truncatula lors d’un WD
(Guo et al., 2016) suggérant I’'importance d’un potentiel hydrique relativement élevé pour une
prise de nourriture efficace dans le phloeme (Huberty and Denno, 2004).

Des expériences préliminaires d’EPG afin de caractériser le comportement alimentaire
de M. persicae sur navet (B. rapa) infecté ou non par le CaMV en condition contréle ou de WD

ont été réalisées au laboratoire BGPI. Ces études ont été réalisées sur ce pathosystéme car une
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forte augmentation de la transmission du CaMV a été observée en cas de WD (van Munster et
al., 2017). Des parametres critiques (nombre de ponctions et temps d’ingestion) en lien avec
I’acquisition du virus ont été étudiés. En particulier la phase II-3 correspondant a 1’ingestion de
seve, et donc a la phase d’acquisition de ce virus non circulant a été étudiée (Tjallingii, 1988).
Il n’a pas été possible de démontrer de différences significatives au niveau de cette phase selon
les différents traitements testés. De méme le nombre de ponctions réalisées par le puceron n’est
pas plus important sur des plantes en WD, ce qui aurait pu montrer une plus grande chance
d’acquérir le virus et ainsi expliquer une augmentation de la transmission dans certains cas (A.
Fereres, Instituto de Ciencias Agrarias, Madrid ; communication personnelle). Au vu de ces
résultats qui restent cependant a confirmer chez A. thaliana, il ne semble pas que le
comportement alimentaire du puceron dans le cas du CaMV, soit critique et d’autres

mécanismes doivent intervenir.

b. L’accumulation virale

Sachant que I’accumulation virale intra-hote pouvait €tre corrélée a la transmission en
condition optimale d’irrigation (Banik and Zitter, 1990), nous avons tenté de corréler ces deux
traits viraux lors d’un déficit hydrique (Chapitre 3 ; Article 3). La corrélation positive entre ces
deux traits suppose que si un trait est modifié, ’autre trait est proportionnellement altéré.
Cependant, dans notre étude méme si 1’on retrouve une corrélation positive entre la
transmission et I’accumulation virale en condition optimale d’irrigation, cette corrélation est
renversée et devient négative en cas de WD. Ainsi il n’est pas possible de corréler un niveau

plus €levé de transmission avec une accumulation accrue.

c. La perception des voies de signalisation activées en cas de déficit hydrique

Il est ainsi probable que I’augmentation significative de la transmission observée dans
quelques génotypes soient due aux caractéristiques intrinseques du CaMV, en I’occurrence sa
capacité a percevoir la présence du vecteur ou d’autres types de stress comme décrit dans
I’introduction. Cette perception du stress subi par I’hote passe vraisemblablement par
’activation des voies de signalisation. En effet, la signalisation calcique est impliquée dans la
modification du comportement intracellulaire du CaMV (Martiniere et al., 2013). Sachant que
les voies de signalisation induites par un stress biotique (présence du puceron sur la plante) sont
partiellement redondantes avec celles induites par d’autres types de stress (y compris des stress

environnementaux subis par les plantes), il est tentant d'imaginer que le CaMV puisse
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interpréter de maniere erronée certains stress abiotiques et y réponde de la méme maniere qu’ils
répondraient a son insecte vecteur, en augmentant sa transmissibilité. Cette hypothése pourrait
étre confirmée par une étude approfondie de la relocalisation des différents partenaires viraux
au niveau cellulaire en condition de WD. En réalisant des coupes de feuilles infectées par le
CaMV et marquées a I’aide d’anticorps anti-P2 il serait possible de voir s’il existe une
relocalisation plus importante sur les microtubules de la protéine « Helper » en cas de WD.
Comme mentionné précédemment dans I’introduction, la voie de signalisation ABA
ainsi que les ROS sont impliquées dans les réponses aux stress abiotiques et dans les voies de
défenses contre divers pathogenes dont les virus (fermeture des stomates, dépot de callose au
niveau des plasmodesmes, altération de la voie du silencing antiviral) (Alazem and Lin, 2017).
Des résultats préliminaires obtenus dans le cadre d’un Master 1 (Dussaut, 2018) laissent
supposer un role majeur de I’ABA dans la transmission et ce au niveau de la phase d’acquisition
du virus. En effet, lorsque I’on utilise un mutant Col-0 pyr/py! insensible a I’ABA en condition
de WD, le CaMV est significativement moins bien acquis (et donc in fine moins bien transmis)
que les mémes plantes en condition bien irriguée. Ces résultats demandent a étre confirmés
mais il est d’ores et déja certain que I’utilisation de mutants d’A4. thaliana affectés dans les voies
de signalisation pourrait permettre d’évaluer 1’importance de ces voies dans le processus de

transmission du virus.

d. Role de la morphologie foliaire

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes intéressés €également au role que pouvait
avoir la morphologie des feuilles des plantes et plus particulierement la teneur en matiere seche
(« leaf dry matter content » ; LDMC) sur la transmission et sur 1’accumulation virale (Chapitre
3 ; Article 3). Le LDMC est un proxy qui permet d’évaluer la densité des tissus de la feuille.
Celui-ci est souvent considéré comme li¢€ a la robustesse des feuilles (Kitajima et Poorter, 2010;
Poorter et al., 2009). 11 a été démontré que ce parametre €tait 11¢ aux stress biotiques tels qu’une
attaque par des herbivores (Pérez-Harguindeguy et al., 2003; Poorter et al., 2009; Schuldt et al.,
2012). En effet, le LDMC est considéré comme une stratégie inhérente des plantes pour tolérer
ou €chapper a cette source majeure de stress qui affecte le développement des feuilles en
influencant le schéma normal de croissance et d’expansion des feuilles (Pérez-Harguindeguy
et al., 2003; Schuldt et al., 2012). Dans I’étude 3, nous avons montré que, quelles que soient les
conditions d’irrigation, la valeur de LDMC déterminée en condition non stressante €tait corrélée

de maniére négative et significative a I’accumulation de virus et a la transmission du CaMV.
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Ainsi, les génotypes d’A. thaliana ayant des feuilles plus denses présentent une accumulation
du CaMYV plus faible et une transmission réduite comparée a des génotypes ayant des feuilles

moins denses ou plus fines (Chapitre 3 ; Article 3).

La maniére dont ce parameétre physiologique de la plante est éventuellement i€ a une
stratégie de défense de la plante visant a lutter contre I’infection virale et sa propagation inter-
hote reste hypothétique et mérite des €tudes complémentaires. Des tissus foliaires plus épais
pourraient influencer le comportement alimentaire du vecteur mais cette hypothése reste a étre
vérifier par des techniques d’EPG. De méme, la teneur en eau des tissus ou le nombre de
trichomes (fines excroissances ou appendices a la surface des feuilles) pourraient influencer le
comportement alimentaire du puceron en provoquant une géne mécanique. Nous n’avons
cependant pas exploreé les relations entre ces deux traits et les traits viraux dans le cadre de cette

thése.

Figure 1 : Représentation schématique de I’ensemble des facteurs pouvant expliquer les

changements induits sur la transmission virale lors d’un déficit hydrique.
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2- Les relations entre les traits viraux

Au cours de ce travail, nous avons tent¢ de corréler trois traits viraux majeurs :
I’accumulation intra-hote, la virulence et la transmission par vecteur et ce en condition optimale
ou de déficit hydrique (Chapitre 1 et 3 ; Article 1 et 3). Les résultats sont contrastés suivant les
trois expériences des deux études réalisées. En effet, dans le cas de 1’¢tude sur neuf génotypes
d’A4. thaliana infectés par le CaMV, nous avons mis en évidence I’existence d’une corrélation
entre la transmission et la virulence en condition optimale (Chapitre 1 ; Article 1). Dans le cadre
des deux expériences de 1’é¢tude 3 (Chapitre 3, Article 3), nous n'avons en revanche trouvé
aucune corrélation significative entre ces deux traits. Il est a noter que ces études présentent
quelques différences, notamment la durée de la phase lumineuse (8 h vs. 12 h) appliquée pour
la culture des plantes ainsi qu’un protocole d’inoculation du virus légerement différent via un
contrdle plus précis de la quantité de virus déposé sur les feuilles dans les études 2 et 3. Grace
a la présence du génotype Col-0 dans toutes les études, qui joue le role de témoin, nous avons
pu noter que la différence de photopériode interagissait vraisemblablement avec les traits
viraux. En effet, les données de virulence chez Col-0 sont significativement différentes entre
I’expérience a 8-h de photopériode (C3M28) et les deux expériences a 12-h de photopériode
(C2M44 et C2M45 ; Figure 2A) a cause de la taille des plantes en condition témoin (mock-
inoculated:WW) qui est beaucoup plus faible dans I’expérience C3M28. Les données de
transmission ne sont pas significativement différentes entre les trois expériences (Figure 2B).
De plus, I’accumulation du CaMV en WW est identique dans les trois expériences alors qu’elle
differe en WD entre I’expérience a 8-h de photopériode (C3M28) et les deux expériences a 12-
h de photopériode (C2M44 et C2M45 ; Figure 2C). Dans les deux expériences de I’étude 3, les
données de transmission et d’accumulation du CaMV sont similaires (Col-0 C2M44 et
C2M45 ; Figure 2B et C). Par contre, aucun effet du WD sur I’accumulation ou la transmission

du CaMV n’a été mis en évidence dans les trois expériences.

En condition optimale d’irrigation une corrélation positive et significative entre la
transmission et I’accumulation virale est détectée de manicre robuste (Chapitre 3 ; Article 3).
En revanche, en ce qui concerne la relation entre I'accumulation et la virulence, les résultats
sont plus contrastés. Alors que dans un groupe de génotypes aucune corrélation n'est détectée,
dans l'autre groupe, une légére corrélation négative mais significative est observée. A la lumiére
de ces résultats, nous ne pouvons pas conclure a I’existence d’une corrélation entre

accumulation et virulence dans notre pathosystéme, mais il semble néanmoins qu’il existerait
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une tendance a une corrélation négative. Ces données peuvent €tre comparées a ce qui avait €té
démontré auparavant dans d'autres pathosystémes viraux, ou une accumulation plus ¢levée de
virus ¢€tait associée a des symptomes plus atténués ou a un poids sec plus faible de la plante

hote (Doumayrou et al., 2013b; Poulicard et al., 2010; Rodriguez-Cerezo et al., 1991).

Nous avons évoqué dans I’article 3 la possibilité d’une erreur d’interprétation lors de la
quantification virale due a la méthode de quantification (Chapitre 3). En effet, la quantification
de ’ADN viral par qPCR n’a pas de valeur biologique dans le sens qu’elle ne représente pas la
quantité réelle de particules virales disponibles pour le puceron lors des expériences de
transmission. Nous avons donc vérifi¢ par ELISA qu’il y avait une bonne corrélation entre ces

deux techniques de quantification, ce qui est le cas (r = 0,55, p <0,001).

L’hypothese du « trade-off » ou du compromis évolutif qui est une corrélation entre
virulence et transmission repose sur la coévolution entre la souche virale et la plante hote
(Froissart et al., 2010a). Cela n’est pas le cas dans notre étude car méme si 4. thaliana est un
hote naturel du CaMV, la souche virale (Cab B-JI) provient d’une collection virale isolée a
partir de B. rapa et fixée par clonage de la séquence du génome (Delseny and Hull, 1983). 11
serait intéressant de réaliser une véritable étude du « trade-off » avec le méme protocole
expérimental que celui utilisé au cours de ce travail de these en utilisant des isolats viraux du

CaMV trouvés in natura sur son hote A. thaliana.

Nous avons ensuite ¢tudié 1’influence d’un changement d’environnement de la plante
hote (WD) sur les relations entre les traits viraux. Dans le cadre de la premicre étude, le WD a
rompu la corrélation entre la virulence et la transmission du CaMV (Article 1 ; Chapitre 1).
Dans le cas de la troisieme €tude, la relation entre transmission et accumulation du virus positive
en condition optimale se retrouve inversée, principalement a cause de la faible accumulation au
sein de I’hote chez les plantes sous WD (Chapitre 3 ; Article 3). Une traduction de cette
corrélation négative observée en cas de WD est que les plantes ayant une plus faible
accumulation virale auraient une plus forte capacité a transmettre le virus. De la méme maniére,
la relation entre l'accumulation et la virulence du CaMV est également modifiée sous WD.
Cependant, comme indiqué pour la condition bien irriguée, en raison de la signification
marginale de la corrélation, aucune conclusion sur le role de I’accumulation de virus sur le
niveau de virulence ne peut étre tirée. Néanmoins de maniere générale I'impact de WD sur la

plante hote a induit des modifications des caractéres viraux et de leurs relations.
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Figure 2 : Comparaison de la croissance, de la transmission et de ’accumulation du CaMV

du génotype témoin Col-0 en condition optimale d’irrigation et en déficit hydrique dans trois

expériences. (A) Masse seche de la rosette (mg) du génotype Col-0 a 30 dpi dans des conditions
de : mock-inoculated: WW (barre blanche; n = 8 pour C3M28 et n = 4 pour C2M44-C2M45),
mock-inoculated: WD (barre gris foncé; n = 8 pour C3M28 et n = 4 pour C2M44-C2M45),
CaMV-infected:WW (barre gris claire; n = 20 pour C3M28 et n = 15 pour C2M44-C2M45)
and CaMV-infected: WD (barre noire; n = 20 pour C3M28 et n = 15 pour C2M44-C2M45). (B)
Transmission du CaMV, i.e., proportion moyenne de plantes tests infectées (n = 9 / plante

source Col-0 ; %). (C) Accumulation du CaMV dans les plantes sources Col-0 (NO CaMV / NO
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Actine UBC21). Les données proviennent des expériences du chapitre 1 (C3M28; n = 10
plantes sources / condition ; 8-h de photopériode) et du chapitre 3 (C2M44 et C2M45 ;n =11
plantes sources / condition ; 12-h de photopériode). Les barres d’erreurs représentent les
intervalles de confiance a 95. La significativité des résultats entre les différentes expériences et

conditions ont été testée par des tests non paramétriques de Kruskal-Wallis a une P < 0.05.

3- Stratégies écologiques des plantes infectées par le CaMV

Nous avons observé une variation significative de la tolérance au CaMV et au WD parmi
I’ensemble des génotypes (n = 52) analysés dans les trois études. La combinaison d’une
infection virale et du WD est de manicre générale plus préjudiciable a la croissance des plantes
par rapport a un stress simple. Il y a également une grande variabilité de réponse en termes de
tolérance, que ce soit a un stress simple ou au stress combiné. Bien que certaines combinaisons
de stress puissent €tre additives (Vile et al., 2012), des effets interactifs entre stress biotiques et
abiotiques sont le plus souvent rapportés (Pandey et al., 2017; Ramegowda et Senthil-Kumar,
2015; Shukla et al., 2018; Szczepaniec et Finke, 2019; Zhang et Sonnewald, 2017). En dépit de
ces interactions, dans le cadre de 1’é¢tude 2 (Chapitre 2 ; Article 2), et contrairement a nos
conclusions sur 1’é¢tude 1 (Chapitre 1 ; Article 1), nous avons constaté une corrélation faible
mais significativement positive entre la tolérance au CaMV et la tolérance au WD. Les
différences de conditions expérimentales (photopériode 8-h vs. 12-h) et l'augmentation du
nombre de génotypes testés dans la deuxieme étude pourraient expliquer la différence dans les
résultats obtenus. La corrélation positive entre tolérance au CaMV et tolérance au WD observée
sur les 24 génotypes peut étre liée au fait que les voies de signalisation et de défense des plantes
(voies hormonales, moléculaires ou biochimiques) induites par une infection virale ou un WD
sont similaires (Atkinson et Urwin, 2012; Foyer et al., 2016; Huber et Bauerle, 2016; Pandey
et al., 2016). Cela peut également indiquer que la capacité d'un génotype a supporter un stress
fait partie de sa stratégie écologique inhérente, au moins en partie, et ce indépendamment du
type ou du niveau de stress considéré. Cependant, cette relation reste faible, suggérant une forte
variabilité génotypique des réponses des plantes a ces deux stress et I’implication de différents
mécanismes. Dans 1’étude 2, nous avons montré que la corrélation entre le LDMC et le LMA
restait significativement positive méme en condition d’infection virale ou de stress combiné
(CaMV x WD). Cette relation demeure donc tres forte, quel que soit I’environnement étudié

(stress biotique, abiotique ou combiné). Cependant, comme remarqué par Messier et al. (2016),
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la plasticité phénotypique contrastée entre ces traits peut se traduire par des changements dans
leur structure de corrélation dans des environnements contrastés. Ici, nous avons observé que
LDMC et LMA présentaient des changements contrastés dans la réponse au WD, avec une
augmentation de LDMC supérieure a celle de LMA, ce qui se traduisait par des changements
dans les pentes de la relation entre leurs réponses au CaMV (Chapitre 2 ; Article 2). Ces deux
traits LMDC et LMA ont été significativement corrélée a la virulence du CaMV (Chapitre 2 ;

Article 2). En appliquant un WD, cette relation reste vraie mais est plus dispersée.

De plus, le LDMC des feuilles est fortement corrélé aux jours de montaison ou de
floraison. Des études antérieures portant sur un plus petit nombre de génotypes (Vile et al.,
2012), ainsi que sur des lignées recombinantes (El-Lithy et al., 2010; Vasseur et al., 2014) ont
montré cette relation. Des études antérieures ont notamment signalé que les génotypes de
floraison précoce avaient des stratégies d’acquisition de ressources, caractérisées par un SLA
¢levé, un LDMC faible et une durée de vie courte (Blonder et al., 2015; El-Lithy et al., 2010;
Vasseur et al., 2014, 2018). Il est connu dans la littérature qu'une floraison plus rapide permet
aux plantes de s'échapper ou de tolérer un stress abiotique tel qu'un WD (Hsiao, 1973;

Passioura, 1996; Verslues and Juenger, 2011).

A. thaliana se trouve généralement dans les champs agricoles et d'autres habitats
anthropisés, mais également dans un large éventail d'habitats naturellement perturbés (Pico et
al., 2008). Il s'agit donc sans aucun doute d'une espece rudérale. I1 n’était donc pas surprenant
que, parmi les génotypes testés, nous ayons trouveé un indice R €levé dans le schéma de stratégie
CSR du triangle de Grime, calculé a partir des trois caracteres de feuille (i.e. LA, SLA et
LDMC), suivant la procédure de Pierce et al. (2017) (Chapitre 2 ; Article 2). De plus,
conformément aux découvertes récentes (May et al., 2017; Vasseur et al., 2018), nous avons
trouvé une variation significative le long de I'axe R entre les génotypes. Les stratégies rudérales,
c’est-a-dire avec des scores R €levés, sont généralement associées a un cycle de vie court, a une
faible densité de tissu foliaire (LDMC faible et / ou SLA ¢élevé), et a un taux métabolique €levé
et a une faible protection des tissus (Grime, 1977). Nous avons ainsi constat¢ dans notre
¢chantillonnage de génotypes que le caracteére rudéral d’un génotype était positivement li¢ a la
montaison et a la floraison précoce, et ce inversement au LDMC et au LMA comme déja

démontré (Sartori et al., 2019; Vasseur et al., 2018).

- 161 -



Notre étude est la premicre tentative visant a établir un lien entre la variation intra
spécifique des stratégies fonctionnelles de la théorie CSR et la tolérance aux virus. Au niveau
interspécifique, il a été démontré que les especes rudérales (R) hébergent des niveaux
intermédiaires de diversité virale par rapport aux especes compétitives (C) et tolérantes aux
stress (S) qui hébergent respectivement un nombre de virus plus élevé et plus faible
(Blumenthal et al., 2009). Ce schéma pourrait étre li€¢ au niveau interspécifique a une variation
de sensibilité¢ aux pathogenes, et au niveau intra spécifique par les stratégies de croissance
inhérentes de la plante (Blumenthal et al., 2009). D'une part, les especes rudérales peuvent étre
faiblement tolérantes aux agents pathogenes en raison de la faible concentration de composés
chimiques de défense par rapport aux espéces tolérantes au stress (S). D'autre part, un cycle de
vie court peut contribuer a échapper aux attaques d’agents pathogénes et a réduire leurs effets.
Dans la deuxieme étude, nous avons constaté que le caractere rudéral d'un génotype, déterminé
a partir des caractéristiques de la feuille dans la phase végétative, était positivement lié a sa
capacité a tolérer l'infection virale (Chapitre 2 ; Article 2). En relation avec la valeur adaptative
des stratégies fonctionnelles sur la diversité naturelle d'4. Thaliana (May et al., 2017; Sartori
et al., 2019; Vasseur et al., 2018), ce résultat confirme l'importance de la recherche de role des
phytovirus en tant qu'agents de sélection dans les populations naturelles d'especes rudérales

(Montes et al., 2019; Rubio et al., 2019).

4- La tolérance des plantes a I’environnement en contexte d’infection virale

Comme discuté dans I’introduction, les virus peuvent étre mutualistes ou méme améliorer la
tolérance de leur hote a des stress environnementaux (Hily et al., 2016; Roossinck, 2015b; Xu
et al., 2008). Dans le cadre de cette thése, parmi le nombre assez important de génotypes de
plantes testés (n = 52), nous n'avons trouvé aucun effet significatif de l'infection par le CaMV
sur une amélioration de la tolérance de la plante au WD. Cependant, les études antérieures ne
se sont intéressées qu’a 1’¢tude de la phase végétative des plantes et non pas a leur phase de
reproduction (événement clé pour la survie de I’espece végétale). Une étude récente s’est
penchée sur la question en utilisant plusieurs pathosystémes : Potato virus X (PVX) / Nicotiana
benthamiana et Plum pox virus (PPV) / A. thaliana (Aguilar et al., 2015). Aguilar et al. (2015)
ont exploré cette notion de tolérance induite par une infection virale en mesurant la production
et le rendement en semences de plants de N. benthamiana et d'A. thaliana infectés par le virus

lors d’un WD. Cependant, leurs conditions n'incluaient pas le scénario de sécheresse extréme
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conduisant a la mortalité, et dans lequel seules les plantes infectées par un virus pourraient
survivre. Les auteurs ont trouvé des taux de transpiration diminués chez les plantes infectées et
corrélés a la tolérance a la sécheresse chez N. benthamiana. Dans le cas de A. thaliana cette
corrélation n’est pas retrouvée. Dans le cas d’A. thaliana infectés par différents virus, les profils
de métabolites et les profils hormonaux montrent toute une gamme de changements en
corrélation positive avec une meilleure tolérance a la sécheresse. La descendance viable issue
de plantes d’A. thaliana infectées par le virus PPV augmente également par rapport aux plantes
non infectées, lorsqu'elle a été exposée au WD. En revanche, I’effet néfaste de virus plus
virulents annihile la tolérance accrue a la sécheresse sur la valeur sélective de I’hote (Aguilar
et al., 2015). Ces résultats vont dans le sens de 1’idée que les virus peuvent agir de maniére
mutualiste et offrir un retour sur investissement a leur hote. Cependant, la relation entre
l'infection virale, la tolérance a la sécheresse et la production de semences chez N. benthamiana

semble plus complexe et les résultats dépendre du pathosystéme étudi¢ (Aguilar et al., 2015).

11 serait judicieux dans la poursuite des recherches sur cette notion de tolérance conférée
par les virus de tenir compte de la co-évolution des partenaires virus-hote afin de se placer dans
un systeme biologique ou le mutualisme puisse exister (Roossinck, 2015a). Dans le cas de
I’étude précitée le virus utilis¢, le PPV, est principalement un agent pathogene des arbres
fruitiers et 4. thaliana et N. benthamiana sont uniquement des hotes expérimentaux du PPV
(Cambra et al., 2006; Damsteegt et al., 2007). Néanmoins, A. thaliana reste un bon systéme car
ses populations sauvages sont naturellement infectées par de multiples souches virales, dont le

CMV ou le CaMV (Pagén et al., 2010).

Dans 1’¢étude 2, nous avons mesuré la production de semences et la taille de la hampe
principale. Nous avons mis en évidence un effet drastique d’une infection par le CaMV avec
une inhibition totale de la reproduction chez tous les génotypes infectés que ce soit en condition
optimale d’irrigation ou en WD (Chapitre 2 ; Article 2). Ceci suggére que toute amélioration
de la tolérance potentielle au WD détectée durant la phase végétative n'aurait aucun avantage
sélectif in fine pour la plante. En revanche, une survie accrue des plantes infectées durant leur
phase végétative pourrait profiter au virus. La survie de ces plantes virosées dans un
environnement hostile pourrait ainsi maintenir la présence du virus dans 1’écosystéme. Le
CaMV est un virus qui se propage in natura essentiellement via des pucerons vecteurs, une

propagation via la graine n’a jamais été reporté (Haas et al., 2002). Le gain principal pour le

- 163 -



virus serait ainsi li¢ a la durée de vie de I’hdte. En effet, plus 1’hdte resterait en vie, plus la

possibilité de transmission du virus a une autre plante serait forte.

Durant ce travail de theése et de maniére surprenante, nous avons constaté que le WD
améliorait la survie des plantes infectées par le CaMV comparée a des plantes infectées et en
condition controle. A ce jour, nous n’avons pas de conclusion sur les mécanismes impliqués et
nous ne pouvons qu’émettre des hypotheses sur ces observations (Chapitre 2 ; Article 2). Il est
possible que des voies activées en réponse au WD et associées a l'infection virale permettent a
la plante de survivre plus longtemps que l'infection seule. En effet, un effet d'amorcgage par un
stress (phénomeéne de « priming » sur un autre pourrait activer des voies de défenses, en
particulier la voie hormonale de I’ABA et les molécules signal ROS, permettant a la plante de
réagir plus rapidement et plus efficacement a un stress (Martinez-Medina et al., 2016; Mauch-

Mani et al., 2017).
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES
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Ce travail de thése s’est intéressé a étudier le pathosysteme A. thaliana /| CaMV associé au
vecteur M. persicae en condition de déficit hydrique. Une approche combinant phytopathologie
et écophysiologie a permis d’enrichir les connaissances et mieux comprendre I’impact de
I’environnement sur ce pathosystéme, que ce soit sur 1’hote ou le virus. Au-dela de I’ensemble
des résultats obtenus, ce travail de thése constitue un exemple de I’intérét d’utiliser des
approches multidisciplinaires dans la compréhension d’interactions abiotiques et biotiques.
Dans cette idée de développement d’études plus globales, les collaborations permettent

d’exploiter et unir les compétences et connaissances de chacun.

Afin de préserver les écosystémes naturels et de maintenir la productivité agricole,
malgré les changements climatiques actuels il est important d’étudier les interactions abiotiques
et biotiques simultanées auxquelles sont confrontées les plantes. Globalement, les exemples
présentés au sein de cette these illustrent la diversité / complexité des effets modulateurs des
conditions édapho-climatiques contrastées sur les relations entre la reproduction des plantes et
la virulence des agents pathogénes, la sensibilité¢ des plantes hotes et les traits du cycle viral.
L'étude de ces parametres interconnectés est donc d'un intérét primordial pour prédire et gérer
le développement des ravageurs et des maladies. Au cours de cette thése, nous avons mis en
¢vidence les modifications importantes sur les traits viraux et sur les relations entre ces traits
induites lors d’un WD. De plus, nous avons mis en évidence le lien potentiel entre les stratégies
¢cologiques inhérentes des plantes et la tolérance au virus. De manicre plus précise, I’étude
préliminaire du chapitre 1 a montré que les réponses des plantes en termes de croissance face a
un stress combiné étaient génotypes-dépendantes. De plus, le WD a modifi¢ la transmission
virale et ’accumulation virale de certains génotypes sans pour autant présenter une relation
positive entre ces deux traits. Enfin, on a mis en évidence une corrélation positive entre la
virulence et la transmission du CaMV et cette corrélation est rompue lors d’un WD. Cependant,
il était nécessaire d’analyser ces interactions sur un plus grand nombre de génotypes de plante.
Les deux chapitres suivants ont confirmé d’une part, que la combinaison de stress induisait
plusieurs comportements contrastés pouvant étre additifs ou en interactions et d’autre part, que
le WD induisait des modifications sur la transmission et I’accumulation du CaMV au sein de
I’hdte mais aussi sur leur relation. Le CaMV a modifi€ des traits importants liés a la plante, et
a des stratégies fonctionnelles inhérentes de conservation ou d’acquisition des ressources, tout
en conservant les relations connues entre ces traits. La tolérance du génotype au CaMV semble

aussi liée a sa stratégie de ruderalité. Enfin, cette diversité de génotypes de plante nous a permis
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d’étudier le compromis virulence — transmission trés discuté dans la littérature, en associant
I’accumulation virale et I’'impact du WD. Nous n’avons pas pu mettre en évidence une
corrélation significative entre virulence et transmission comme dans I’étude préliminaire du
chapitre 1 mais nous avons pu montrer qu’il existait des relations entre ces traits avec

I’accumulation virale et qui peuvent étre modifiées par le WD.

Cette étude a donc mis en évidence I’importance de comprendre I’impact de I’environnement
sur la pathogénicité d’un virus et sur sa persistance au sein d’un écosysteme mais aussi
d’associer les stratégies inhérentes des plantes a la tolérance au virus. La plateforme de
phénotypage PHENOPSIS a facilit¢ I’étude de ces interactions sur un grand nombre de
génotypes de plante dans un environnement controlé. Cependant, il aurait été intéressant de
pouvoir intégrer a cette variabilité génotypique, une plus grande variabilité d’isolats viraux
(mais aussi des virus avec des stratégies de transmission différentes) pour avoir un plus grand

panel de réponses et étudier les relations phénotype-génotype.

Dans un futur proche, il serait intéressant de réaliser ce méme type d’étude avec une
plus grande diversit¢ de virus ou de génotypes de plante mais aussi d’autres stress
environnementaux. Cette plus grande variabilité permettrait de réaliser des ¢tudes de génétique
d’associations (GWAS) pour trouver des genes candidats dans la réponse a la combinaison de
stress mais aussi afin de comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents a la
modification de la transmission virale en réponse a un environnement fluctuant. Dans cette
variabilité naturelle, I’utilisation de mutants permettrait d’étudier le role potentiel des hormones
végeétales, ou de facteurs de transcription. De plus, il me semble important de se concentrer sur
le comportement alimentaire du vecteur, qui joue un réle majeur dans la transmission du virus
et qui peut étre tres influencé par la qualité de son hote mais aussi par le virus lui-méme. A plus
long terme, toutes les données acquises sur ces interactions pourraient étre intégrées dans des

modeles ¢épidémiologiques tenant compte a la fois des conditions environnementales

contrastées et de leurs interactions.

Pour conclure, cette étude est une premicre étape dans le but d’évaluer la diversité et
I’importance des interactions plantes-virus, un réel challenge pour maintenir la productivité
agricole, ainsi que pour comprendre le fonctionnement des écosysteémes naturels. Cependant,
des efforts supplémentaires doivent €tre réalisés pour analyser les mécanismes associés de

maniere plus précise.
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1- Matériel végétal et viral

Une collection de 52 génotypes d’Arabidopsis thaliana (L.) Heynh provenant de la
Péninsule Ibérique, sauf le génotype Columbia (Col-0) (choisi comme référence), a été utilisée
au cours des cinq expériences menées durant cette ¢tude. Ces génotypes sont référencés au sein

du Projet 1001 Génomes (Alonso-Blanco et al., 2016).

L’isolat BJ-I du Cauliflower mosaic virus (CaMV) maintenu sur navet (Brassica rapa)

au laboratoire BGPI a été utilisé dans le cadre de cette thése.

2- Le puceron vecteur : Myzus persicae

Une colonie du puceron vecteur (Myzus persicae), collectée il y a plus de 30 ans dans
le sud de la France est maintenue sur aubergine (Solanum melongena) dans des cages a insectes
au sein d’une chambre d’¢levage a 23/18°C avec une photopériode de 14/10 h (jour / nuit), dans
des conditions assurant la reproduction clonale. Les pucerons sont transférés dans de nouvelles
cages et de nouvelles plantes hotes non infestées (Solanum melongena) toutes les 2 semaines,

afin d'éviter le surpeuplement et I'induction du développement de morphes ailés.

3- PHENOPSIS

L’ensemble des expérimentations ont été réalisées au sein de la plateforme PHENOPSIS.
PHENOPSIS est un automate mis en place dans une chambre de culture ou les conditions
environnementales sont strictement controlées. Cet automate est composé€ d’un cadre en acier
supportant 14 plateaux noirs comportant 36 alvéoles (chaque alvéole pouvant supporter un pot).
I1 est équipé d’un bras amovible qui se déplace pot a pot avec des capteurs de déplacement, une
station d’irrigation (A1645-6; finition Electro), une station de pesée (XB620C; Precisa) et une
station d’imagerie permettant d’acquérir des données phénotypiques non destructives (caméra
CCD et Raspberry). Il permet grace a un systeme de pesée, d’irriguer précisément chaque pot
(ajustés au poids cible contrdle ou stress) plusieurs fois par jour si nécessaire. Les positions des
pots sur les 14 plateaux, les dates et heures de cycle d’irrigation, le poids cible a atteindre par
pot et la nécessité¢ de prendre une photo ou non ont été programmé dans un ordinateur sur un
logiciel développé par OptimalLog. Aprés chaque cycle d’irrigation ou de photo, un fichier de

sortie EXCEL est créé automatiquement sur 1’ordinateur contenant des données telles que la
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position du pot dans la chambre, son poids avant d’étre arrosé, la quantité d’eau apportée et le
poids apres arrosage. La lumiere est fournie par une série de tubes fluorescents blanc (36 W T8
Grolux, 120 cm, Sylvania) et des lampes aux halogénures métalliques de quartz (HPI-T Plus
400 W 645 E40; Philips). L'intensité lumineuse est mesurée en permanence a hauteur de la
plante, en utilisant un capteur de lumicre sur la bande de fréquences de 400-700 nm (SKP215;
Campbell Scientific). La température et I’humidité relative de 1’air sont mesurées toutes les 20
secondes (HMP45C-L; Campbell Scientific). La régulation climatique de PHENOPSIS est
controlée par un logiciel LoggerNet permettant le controle précis de l'environnement en
utilisant un séchoir a air ou un pulvérisateur d'eau pour modifier I'humidité de l'air et un
refroidisseur d'air ou un appareil de chauffage pour modifier la température de l'air. Il est
possible d’avoir acces a I’ensemble des données météo qui sont enregistrées toutes les 3 minutes
sur la base de données PHENOPSIS DB (Fabre et al., 2011). De méme pour les données

d’imagerie, d’irrigation et sur les données concernant chaque expérimentation.

Plateforme de phénotypage

PHENOPSIS Caractérisation de la croissance, la

fitness et la survie des plantes
Irrigation | Imagerie

Automatisé

Accessions of A.thaliana

A.thaliana

/ Deficit
: . ] Myzus
. hydrique | persicae

( Caractérisation des traits viraux |

Figure M1 : Schématisation du trio d’organismes utilisés dans les expérimentations.

4- Description du design expérimental

Les différentes expérimentations ont toutes été réalisé au sein de PHENOPSIS avec une
méthodologie standardisée d’inoculation du virus, de mise en place du WD, et des expériences

de transmission. Plusieurs graines (n =3 a 5) d’une méme accession ont ¢t€¢ semées a la surface
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du sol dans des pots cylindriques de 250 cm?, remplis au préalable avec un substrat (SP 15%
KLASMANN, identique pour I’ensemble des expériences). Lors du semis, chaque pot a été
pesé vide puis rempli de substrat préalablement homogénéisé et repesé. Apres semis, les pots
ont ét¢ arrosés avec 10 mL d’eau osmosée. Les pots ont été ensuite placés dans la plateforme
de phénotypage PHENOPSIS de maniere randomisée. Durant deux jours, les pots ont €té laissé
a ’obscurité et a une température de 12 C° et 70 % d’humidité relative de I’air pour garantir
une germination la plus homogene possible malgré la diversité génétique des génotypes utilisés.
Afin de permettre une bonne germination, de 1’eau osmosée a été pulvérisée a la surface du sol
de chaque pot trois fois par jour, jusqu’a I’apparition des deux premicres feuilles (stade 1.02
d’apres Boyes et al, 2001). A ce stade, chaque pot a été éclairci pour ne laisser qu’une plante
par pot et l’irrigation automatisée a été initialisée. Les plantes ont été cultivées avec une
photopériode de 8h ou de 12h a un PAR de 200 pmol s™! m™, a une température de I’air de 18°C
la nuit et 21°C le jour et un déficit de vapeur d’eau de 0 .75 KPa.

Environ 1 mois apres le semis (stade 10-12 feuilles) I’inoculation mécanique du virus a
¢été réalisé. Suivant les expérimentations et les questions posées, les récoltes ont été réalisées 30
jours apres 1’inoculation du virus ou lors de la fin du cycle des plantes. Les expériences de
transmission et de mesures de I’accumulation virale ont été réalisées 30 jours apres inoculation
du virus. L’ensemble des traits, des expériences et du design expérimental est résumé dans la

figure M2.
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Figure M2 : Déroulement et mesures des différentes expérimentations realisées au cours de
la these.

5- Controdle de la teneur en eau du sol

Pour déterminer la teneur en eau du substrat, plusieurs échantillons de substrat ont été
prélevés lors du remplissage des pots (tous les dix pots) et pesés une premiere fois pour
déterminer le poids frais du sol (MFs1). Les échantillons ont ensuite ¢té placés a 1’étuve (105
°C pendant 4 jours) afin de mesurer le poids sec (MSso1) et déterminer la teneur initiale en eau
du substrat. Ainsi, le poids cible de chaque pot a été déterminé afin d’atteindre I’humidité du
sol voulue : TERso1 = (MFso1 - MSso1) X 100 x MSso1. La condition bien irriguée (WW) retenue
correspond a une teneur en eau du sol de 1.4 g d’H>O g! de substrat sec et a été maintenu stable
tout au long de I’expérimentation pour les plantes controles. Cette teneur en eau a ¢€té
préalablement déterminée comme ne limitant pas la croissance d’A. thaliana (Vile,
communication personnelle). Les plantes en condition de déficit hydrique (WD) ont été cultivé
avec la méme teneur en eau du sol durant les cinq semaines aprés semis (1.4 ¢ ’H20 ¢! de
substrat sec) puis I’irrigation a été suspendue jusqu’a atteindre 0.50 d’H>O g! de substrat sec

puis maintenu a ce niveau durant les expériences.

B. Méthodes Générales

1- Méthode d’inoculation
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a. Préparation de ['inoculum du CaMV

L’inoculum utilisé dans les différentes expériences a toujours été préparé le jour méme
de I’inoculation a partir d’une méme purification virale initiale, de feuilles de navet infectées
par le CaMV, d’eau et de carborundum. La purification virale a ¢té réalisée a partir de 110 g de
feuilles symptomatiques de navet (20 jours apres inoculation (dpi)) broyées a froid sur glace
dans une solution de KH>PO4 (0.5 M, pH 7.2) et de NA2SO3 (75%) avant d’étre filtrée sur gaze
fine. De 'urée a 1M (6%) et 2.5% de triton x100 ont été rajoutés dans le volume final pour
dégrader les parois cellulosiques et membranaires puis mis a agitation a 4°C pendant 24 h. La
solution a été ensuite clarifiée 15 min a 6000 rpm puis passée sur un coussin de saccharose
(30%) et enfin centrifugée a 30 000 rpm, 4°C, 2 heures (SWING rotor, Beckman). Les culots
enrichis en particules virales ont été lavés délicatement avec 2 mL de solution Tris-HCI
(100mM, 2.5 mM MgCl,, pH = 7) et resuspendu dans 300 pL de cette méme solution. La
concentration de cette purification virale initiale utilisée tout au cours de cette these a été
estimée par mesures spectroscopiques a 230, 260 et 280 nm (NanoDrop 2000

spectrophotométre), elle est de 0.63 mg ml!.

Pour environ 40 plantes a inoculer, un mélange contenant 1g de feuilles de navet
infectées, ImL d’H20, 0.1ml de virus purifié et une pincée de carborundum ont été utilisés
(inoculum « virus »). Pour environ 40 plantes non infectées, 1g de feuilles de navet sain, ImL
de tampon Tris-HCI (100mM, 2.5 mM MgCl, pH = 7) et une pincée de carborundum ont été
utilisés (inoculum « sain »). Chaque inoculum a été¢ broyé dans un mortier puis filtré et placé
dans un tube Eppendorf avant utilisation. (Figure M3C). Les plantes non inoculées dites

« mock » ont subi le méme traitement avec 1’inoculum « sain » (Figure M3).
b. Inoculation mécanique du CaMV

L’inoculation mécanique a été réalisé au stade 10-12 feuilles. Pour chaque plante, 10

puL de I’inoculum viral a été déposé sur trois feuilles de rang médian (Figure M3A). Ensuite,
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ces trois feuilles ont été frottés a 1’aide d’un pilon abrasif et de carborundum puis rincées a

I’eau.

Figure M3 : Illustration
de la technique
d’inoculation _du__virus
sur__les rosettes d’A.
thaliana. (A) et (B)10 ul
d’inoculum est dépos¢ a
I’aide d’une pipette sur
trois feuilles de la plante.
(C) Inoculation du virus a
I’aide d’un pilon abrasif
et d’une étiquette pour
maintenir la feuille. (D)
Visualisation des traces
de blessures induit par
I’inoculation mécanique
et rincage a I’eau.

2- Notation et dynamique des symptomes

Le suivi des symptomes a ¢€té effectuée quotidiennement (de 9 a 30 dpi) sur les plantes infectées
par le CaMV et en condition hydrique optimale (n= 3 a 20) ou en condition de déficit hydrique
(n =3 a 20) pour chaque accession. Les symptomes ont ét¢ notés 0, 1 ou 2 pour : absence de
symptome, présence du symptome sur une seule feuille non inoculée ou symptomes
systémiques, respectivement (Figure M4). Le délai de 'apparition des symptomes (jours), la

vitesse de la propagation systémique (j!) et la proportion maximale de plantes infectées (%)
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ont ensuite €té calculés a partir de régressions logistiques adaptées a ces observations (Figure

M4).

Visualisation . Feuilles Premiére feuille Systémie
" Inoculation . . . p
symptémes: inoculées non inoculée

Notation: 0 1 2

Figure M4 : Notation de ’apparition des symptomes au cours du temps. Notation allant de 0
a 2 ou le 0 représente le stade ou les feuilles inoculées commencent a jaunir, 1 indique qu’il y
a un symptome sur une feuille non inoculée et le 2 indique qu’il y a systémie totale sur le centre
de la rosette.

3- Test de transmission

Les tests de transmission par vecteur se sont déroulés en deux temps. Des lots de 20
pucerons Myzus persicae (stade larvaire L2-L4) ont ¢ét€ mis a jeuner 1h avant d’étre déposés au
centre des rosettes des plantes sources infectées pour la mise en acquisition du virus. Une fois
stabilisation et immobilisation des pucerons sur la feuille, ceux-ci sont laissés deux minutes
pour qu’ils réalisent leur piqure d’essai et puissent acquérir le virus. Ils sont alors récupérés
dans une boite de Pétri avant d’étre transféré individuellement a I’aide d’un pinceau sur les
plantes tests pour une phase d’inoculation de 3 heures (9 plantes tests par plante source). Les
plantes tests sont ensuite placées dans une chambre de culture (dans les mémes conditions
climatiques que les plantes sources) pendant une période de 3 semaines environ. La lecture
visuelle des symptomes viraux sur les plantes tests permet de calculer le taux de transmission
par condition (ratio de plantes tests symptomatiques sur le nombre de plantes tests totales par

plante source) (Figure M5).
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Expérimentation

PHENOPSIS Test de transmission

Période Période
WW WD d’acquisition d’inoculation

@“ ot i‘ 2 minutes 3 heures
; ; 1 puceron / plante test

Infectée 20 pucerons [Ny
d }
S 2w 3 Suivi des
** * symptémes et
M ; . P calcul du taux de
S ol F- N semaines transmission
g @ Non stressee
Plante Source 11 plantes 9 plantes tests
Génotype X 1 sources Génotype Col-0 5

{ Extraction d’ADN des plantes sources Quantification par gPCR

Accumulation \ _—
y 11 replicats
virale biologiques par & -
génotype et — =
traitement (T 7
Technique d’extraction L e s s
par Michel Yvon 3

Figure M5 : Design _expérimental pour le test de transmission du CaMV et la gPCR. (1)
Croissance des plantes source au sein de la plateforme PHENOPSIS dans deux conditions
hydrique, CaMV-WW (bien irriguée) ou CaMV-WD (déficit en eau). (2) L’efficacité¢ de
transmission du CaMV a été évaluée a 30 dpi. Des lots de 20 larves de M. persicae (stade L2-
L4) sont transférés sur le centre de la rosette d'une plante source pour l'acquisition du virus.
Onze plantes sources symptomatiques ont été testées par génotype et traitement. Apres
immobilisation, les pucerons sont autorisés a se nourrir pendant 2 mns afin d’acquérir le virus.
Les pucerons potentiellement viruliféres sont ensuite récupérés dans une boite de Pétri et
transférés individuellement sur des plantules Col-0 agées d'un mois (plantes tests) cultivées
sans conditions de stress (un puceron par plante test ; neuf plantes test par plante source). Apres
une période d'inoculation de trois heures, les pucerons sont éliminés par pulvérisation
d'insecticide (Pirimor G a 0,2%). Les plantes tests sont ensuite placées dans une chambre de
culture avec les mémes conditions d'humidité de l'air, de température et de lumiere que les
plantes sources. Les symptomes de I’infection virale ont été relevés 21 jours plus tard par une
inspection visuelle des plantes tests et le taux de transmission du virus a été calculé. (3) A la fin
de I’expérience de transmission, trois feuilles au centre de la rosette de chaque plante source
sont poingonnées suivant la technique développée par Michel Yvon. L’ ADN total a été extrait
pour ensuite réaliser des expériences de qPCR afin de mesurer 1’accumulation virale dans la
plante.
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a. Impact du génotype de la plante test

Au préalable, afin de vérifier qu’il n’existait pas un biais dans ’utilisation exclusive de
I’accession Col-0 en tant que plante test, des tests de transmission a partir d’une plante source
d’une accession donnée vers des plantes tests de la méme accession et vers des plantes de
I’accession Col-0 ont été également réalisés. Cela a permis de comparer les taux de transmission
intra- et inter-accessions. Dans ce cas-1a, les plantes sources n’ont pas subi de déficit hydrique
(un puceron / plante test ; 9 plantes tests Col-0 / plante source de I’accession X ou 9 plantes

tests accession X / plante source de 1’accession X ; dix plantes sources par accession X) (Figure
M6).

4 . \ )
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-u"""_u‘ 1 puceron par plante test 1 puceron par plante test m
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Figure M6 : Evaluation de 'impact du génotype des plantes tests sur la transmission virale.

b. Plantes sources en WD et effet sur la transmission virale

Pour tester I’effet du WD sur la transmission des différentes accessions, les plantes tests
de lecture appartenant a 1’accession Col-0 ont été utilisées (un puceron / plante test ; 9 plantes

tests Col-0 / plante source de I’accession X ; dix plantes sources par accession X / traitement).
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L’ensemble des tests de transmission ont €té réalisés 30 jours apres inoculation mécanique du

CaMV aux plantes sources.

4- Bvaluation de I’accumulation virale intra-hote

a. Dosage immunoenzymatique (DAS-ELISA)

L’accumulation des particules du CaMV dans les plantes sources ayant subi ou non un WD
a été évaluée par dosage immunoenzymatique DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich-
Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) en utilisant le kit Reagent Set Alkaline Phosphatase
SEDIAG pour CaMV. Aprés broyage des échantillons (environ 100mg) dans 1’azote liquide, et
resuspension dans 250 uLL d’H»0, ceux-ci ont été centrifugés (10 mins, 5000 rcf). Une partie 1/5
est préleve pour la qPCR comparative. Apres ajout 350 puL de tampon de broyage (pour 1L ; 10
g de PVP, 0,5 ml de Tween20 ; pH 7.3), les échantillons sont centrifugés (5 mins, 5000 rcf)
pour enlever les débris de feuilles. Dans chaque puit d’une plaque microtitration MaxiSorp
Nunc ®, 100 pL de la solution de coating (pour 1L ; 1,59 g de Na>CO0s, 2,93 g de NaHCO03, 0,2
g de NaN3, 5 mg de pourpre de Bromocresol ; pH 9.6) contenant un anticorps anti - CaMV ont
¢té déposés suivi d’une incubation a 37 °C pendant 4 heures. Apres trois ringages avec du PBS
Tween (139.9 mM NaCl, 1.47 mM KH2PO4, 2.68 mM KCl, 8.1mM Na2HPO4 et 0.05% v/v
Tween 20), 100 uLL d’échantillons (en doublon) sont déposés par puit, puis la plaque est placée
a 4 °C toute la nuit. Les plaques sont alors lavées (un lavage a 1’eau, puis 3 lavages avec un

tampon PBS Tween).

Un anticorps (anti-lapin) conjugué a la phosphatase alcaline (dilution 1/200 dans du tampon
conjugué¢ ; pour 1L dans PBST ; 2 g de BSA, 40 mg de Rouge Congo ; pH 7.4) est dépos¢ a
raison de 100 uL/puit. Apres incubation (4h, a 37°C) les plaques son lavées 3 fois avec du PBS
Tween avant de déposer 100 pL/puits du tampon substrat pNPP (p-nitrophenyl phosphate) dilué
a raison de 0.0001 g de pNPP pour 1 mL de tampon substrat (pour 1L ; 97 mL de
Diethanolamine, 0,2 g de NaN3 ; ajuster le pH a 9.8 avec HCIl). La révélation s’effectue
température ambiante a I’obscurité. La coloration jaune due a la transformation du substrat en
para-nitrophénol par I’activité de la phosphatase alcaline est mesurée a 405 nm a ’aide d’un
spectrophotométre EPOCH (Biotek®) toutes les 15 minutes pendant 2 heures. Sur la plaque,
des échantillons de plantes saines (navet sain et t¢émoin — du kit) ainsi que des échantillons de
plantes infectés par le CaMV (navet infecté et témoin + du kit) ont été déposés. Une analyse de

la densité optique (DO) obtenue pour chaque €chantillon est effectuée. Ainsi, dans un premier
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temps, la valeur moyenne de DO des échantillons sains est soustraite a I’ensemble des DO puis

la moyenne des deux mesures par échantillons est calculée.
b. Extraction de I’ADN total

En parallele des tests de transmission, pour chaque plante source I’ADN total a été extrait
(Figure M5). Pour cela, une extraction par poingonnage « pression » a été réalisée suivant le
protocole de Michel Yvon mis en place au laboratoire de BGPI (en cours de publication). Cette
technique beaucoup plus rapide et moins couteuse que les méthodes classiques permettent
d’obtenir de bons rendements en acides nucléiques et d’une bonne pureté¢ (Michel Yvon,
communication personnelle). Cette technique de poingonnage permet de transférer le contenu
cellulaire sur un papier Whatman™ GE Healthcare Grade GB004 Blotting Paper. L’ADN est
alors extrait avec 100 pL. d’un tampon Edwards modifi¢ (200mM Tris HCI pH 7,5, 250mM
Nacl, 25mM EDTA, 0,5% SDS is added 1% PVP 40) (Edward et al, 1991) suivi d’une étape de
précipitation a I’isopropanol (100 pL par échantillon, centrifugation a 5000 RCF pendant 25
mins). L ’isopropanol est ensuite retiré a 1’aide d’une micropipette. Les culots sont ensuite lavés
avec 200 pL a I’éthanol 70%. L’éthanol est ensuite retiré puis les tubes avec les culots sont mis
a sécher pendant 15 mins a 65 °C. L’ADN est finalement resuspendu dans 50 pL. d’eau milliQ.
Le poingonnage a été réalisé sur 3 feuilles symptomatiques ou les pucerons ont été placés pour

I’acquisition du virus lors des tests de transmission.

La qualité et la quantité de 1’extraction de I’ADN total ont été contrdlées par des mesures
spectroscopiques a 230, 260 et 280 nm (NanoDrop 2000 spectrophotométre) avant
quantification par PCR quantitative (qPCR) de ’ADN viral.

¢.  Quantification de ’accumulation virale par gPCR

Tous les échantillons d’ADN total sont dilués au 1/10 avant I’analyse par qPCR. La
quantification de I’ADN viral de chaque échantillon est réalisée en duplicat par gPCR dans des
plaques de 384 puits en utilisant le kit FastStart pour LightCycler DNA Master Plus SybrGreen
I (Roche) dans un thermocycleur 480 LightCycler (Roche) selon les instructions du fabricant.
Des amorces spécifiques congues pour la quantification de I’ADN viral ont été utilisées ainsi
que deux genes de ménage de la plante (UBC21 et Actine) (Table M1). Toutes les réactions de
qPCR ont ét¢ effectuces avec 40 cycles (95°C pendant 15 s, 62°C pendant 15 s et 72°C pendant

15 s) apres une étape initiale a 95°C pendant 10 min. Les données qPCR ont été analysées avec
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le programme LinReg PCR et la concentration initiale (NO) de chaque cible (CaMV, UBC21 et
Actine) estimée (Rujiter, 2009). La moyenne de la concentration initiale des deux genes de
ménage a été estimée et ont servi a normaliser les données relatives au CaMV (NOcamv / NO

moyenne (UBC21 +actine)) .

Tableau M1 : Séquences des amorces CaMV et des génes de ménage utilisées lors de la gPCR

Genes Noms des amorces Séquences
caMV Cad4443-F 5'-GACCTAAAAGTCATCAAGCCCA-3'
Cad4557-R 5 -TAGCTTTGTAGTTGACTACCATACG-3'
Ubiquitine UBC21 At F 5 -TGCAACCTCCTCAAGTTCGA-3'
UBC21 At R 5 -GCAGGACTCCAAGCATTCTT-3'
: Act Bra_ R 5 -GATCTCTTTGCTCATACGGTCTG-3
2l Act2 Bra_F 5 -GACYBTAYGGTAACATTGTGCTC-3'

5- Caractérisation phénotypique des plantes

a. Mesure de la croissance

Pendant la croissance des plantes, les différents stades ont été noté : germination, nombre
de feuilles, apparition de I’inflorescence, premiere fleur ouverte and premicre silique mature

(stages 0.7, 5.01, 6.00 and 8.00 of Boyes et al. (2001)).

La surface projetée au cours du temps a été estimé par 1’analyse d’image des photos prises
de maniere quotidienne par le robot PHENOPSIS & I’aide d’un script semi-automatique
développé sur Imagel (Research Services National Institute of Mental Health, Bethesda,
Maryland, USA) au laboratoire du LEPSE. La surface projetée finale a été estimée a 1’aide du
méme script mais soit avec des images issues de PHENOPSIS ou de la Photobox (outil

développé par moi-méme pour photographier les plantes par le dessus ; Figure M7)

Les récoltes ont soit été réalisées a 30 dpi ou au stade de la premiere silique mature sur la
hampe florale. Chaque rosette ou une feuille par rosette a €té récoltée pour mesurer la masse
fraiche (mg) et la masse fraiche réhydratée (mg) (apres récolte et pesée de la masse fraiche les
rosettes sont maintenues dans de 1’eau désionisée pendant une nuit a 4°C avant d’étre repesées).
Ensuite, Les rosettes sont placées a I’étuve a 65 ° C, 5 jours afin de déterminer leur masse seche

(mg). Sur certaines expériences, une feuille de rosette mature et non sénescente a été marquée
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pour effectuer toutes les mesures physiologiques liées a la feuille. Apres détermination du poids
saturé en eau, les feuilles individuelles ont été scannées afin de déterminer le LA (mm?) a l'aide
du programme ImageJ. A partir de ces mesures, la teneur en matiére séche des feuilles (LDMC,
masse séche / masse fraiche saturée en eau, en mg g '), la masse foliaire par zone (LMA, masse
seéche de la feuille / surface de la feuille, en mg mm ~2) et la surface foliaire spécifique (SLA,
surface feuille / masse séche de la feuille, en mm? mg™') ont été estimées au niveau de la rosette

et de la feuille.

Ces parametres ont permis de déterminer le CSR score (pourcentages le long des axes C, S
et R) pour tous les génotypes disposés dans PHENOPSIS en utilisant la méthode développée
par Pierce et al. (2017). La méthode est basée sur un algorithme combinant les données de trois
caractéristiques de feuille (LA, SLA et LDMC). Les scores de CSR ont été calculés pour chaque
plante individuelle et pour chaque expérience grace au tableau de calcul fourni dans les
informations supplémentaires de Pierce et al. (2017). La moyenne de ces scores CSR a été
calculée par génotype et expérience (pour les expériences C2M41 et C2M42). Puis, les scores
CSR ont ¢été représenté dans un diagramme en triangle avec le paquetage sur R «ggtern»

(Hamilton et Ferry, 2018).

Le changement relatif des traits (LDMC, LMA ou masse seche aérienne) a été calculé pour
chaque génotype comme suit : (valeur moyenne du trait pour un traitement donn¢) - (valeur
moyenne du trait sous inoculation factice : WW) * 100 / (valeur moyenne du trait sous

inoculation factice : WW).

La virulence (ou agressivité) a été estimée pour chaque plante de chaque génotype par le
changement relatif de la masse seche moyenne aérienne de la rosette : (infection par le CaMV
: WW - inoculation factice: WW) * 100) / (inoculation factice: WW) et (infection par le CaMV:
WD - inoculation factice: WW) * 100) / (inoculation factice: WW).

La survie des plantes infectées par le CaMV a été estimée 30 jours apres la germination. Le
taux de survie des plantes (%) a été calculé : (nombre de plantes vivantes / nombre de plantes

mortes) pour chaque génotype.
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Estimation de la surface projetée finale

Création d’un masque
Expériences . 13 et analyse de la surface
C2M44 sur ImageJ

C2M45 27NN /'

Par photobox

Figure M7 : Estimation de la surface projetée finale des plantes d’A. thaliana par analyse
d’image.

b.  Mesure de la fitness

Le nombre de jours avant la montaison (apparition du bouton floral) et le nombre de
jours avant la floraison (ouverture de la premicre fleur) ont été calculés en rapportant les dates
de la montaison et de la floraison a la date de germination. Des mesures de silique mature (taille
de la tige principale, nombre de siliques matures) ont été effectuées sur toutes les plantes
pendant la récolte. Ces mesures ont été réalisé sur des photographies issues de la photobox et

analysé sur Image-J (Figure MS).

— Nombre de silique

* Tailledela hampe
principale
[ ]

o =i B =m

Photo hampe florale Analyse sur ImageJ

Prise de photo dans la Photobox

Figure M8 : Estimation du nombre de silique et de la taille de la hampe principale des plantes
d’A. thaliana par analyse d’image.
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6- Analyses statistiques des données

Toutes les analyses ont été effectuées dans 1'environnement de programmation R (R Core Team,
2017). Pour chaque génotype, le changement relatif a été¢ calculé comme le rapport de la
différence entre la valeur de trait de chaque plante et la valeur de trait moyenne dans des
conditions de contrdle sur la valeur de trait moyenne dans des conditions de contréle (mean
trait valuegiven treatment) — (mMean trait valu€mock-inoculated:ww)*100 / (mean trait value mock-
inoculated:ww). Pour chaque génotype, les effets des traitements sur la masse seche, le taux de
transmission, la charge virale ou la virulence ont été analysés par des tests non paramétriques
de Kruskal-Wallis. Le délai d'apparition des symptdmes, la vitesse d’apparition des symptomes
et la proportion maximale de plantes infectées ont été extraites pour chaque condition et
génotype a partir de la régression logistique a 1'aide de lI'équation A / (1 +exp (4 * n/ A) * (A
-t) + 2)), ou A est le taux d'infection maximum, A est le temps nécessaire a 'apparition d'un
symptome systémique sur une feuille non inoculée et p est le temps nécessaire a la détection de
symptomes systémiques sur la plante entiere. Des tests ANOVA robustes pour tous les effets
principaux et interactifs (génotype, infection virale et irrigation) ont été réalisés pour chaque
génotype a l'aide de la fonction correspondante du package RFIT. Des intervalles de confiance
(IC) initialisés a 95% des valeurs de trait moyen ont été calculés en suivant la procédure
mean_cl_boot du package HMISC. Les modeles non linéaires ont été ajustés a l'aide de la
fonction nls et les intervalles de confiance a 95% pour les paramétres des modeles ajustés ont
¢té calculés avec la fonction de configuration du package MASS. Les modéles linéaires
généralisé€s ont été testés a I'aide de la fonction glm du package STAT. Les relations entre les
traits ont €té testées avec les coefficients de corrélation de Pearson (1), le cas échéant, ou avec

les coefficients de corrélation de rang de Spearman (p), a I’aide de la fonction cor.test.
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Réponse d’Arabidopsis thaliana au Cauliflower mosaic virus en condition de déficit hydrique :
phénotypage a haut débit de la croissance, étude des stratégies écologiques des plantes, des
traits viraux et de leurs relations

Les plantes sont des organismes sessiles qui doivent répondre et s’adapter a de multiples
contraintes abiotiques et biotiques. La production agricole et le fonctionnement des écosystémes
sont fréquemment contraints par des épisodes de sécheresse dont la fréquence et la durée devraient
augmenter sous l'influence des changements climatiques. L’étude des interactions entre les plantes,
leurs corteéges de pathogeénes, de vecteurs et l'environnement abiotique sont encore trop peu
intégrées aux problématiques de limitation en eau. Afin d’améliorer la compréhension des
interactions entre les plantes et les virus en condition de déficit hydrique, nous avons évalué les
effets du Cauliflower mosaic virus (CaMV) sur la croissance de nombreux génotypes d’A4. thaliana
cultivés dans un automate de phénotypage ainsi que 1’effet du déficit hydrique sur les traits viraux
du CaMV et sur leurs relations. Ce travail a permis i) de caractériser la croissance et la performance
d’A. thaliana en réponse a I’infection par le CaMV en condition de déficit hydrique en exploitant
la diversité naturelle ii) de mettre en relation des traits importants liés a la stratégie fonctionnelle
des génotypes avec la tolérance aux stress iii) de montrer que le déficit hydrique peut modifier des
traits importants liés au cycle de vie du CaMV comme la transmission ou I’accumulation intra-hote
iv) d’étudier les relations entre les traits viraux sur la diversité naturelle des génotypes d’A. thaliana
en condition optimale d’irrigation ou de déficit hydrique. Cette étude a mis en évidence
I’importance de comprendre I’impact de 1’environnement sur la pathogénicité d’un virus et sur sa
persistance au sein d’un écosystéme. La multidisciplinarité des approches constitue la richesse de
ce travail de theése qui contribue a une meilleure caractérisation et compréhension de la réponse des
plantes lors d’une infection virale et d’un déficit hydrique.

Mots clés : A. thaliana — Cauliflower mosaic virus — Déficit hydrique — Traits viraux — Phénotypage
haut-débit — Stratégies écologiques

Response of A. thaliana to Cauliflower mosaic virus under water deficit: high throughput
phenotyping of plant growth, study of plant ecological strategies, viral traits and their
relationships

Agricultural production and ecosystem functioning are frequently constrained by drought
and the frequency and duration drought periods should increase under the influence of climate
change. Water limitation has been insufficiently integrated into the study of the interactions between
plants and their pathogens, vectors and the abiotic environment. In order to improve the
understanding of interactions between plants and viruses under water deficit, we evaluated the
effects of the Cauliflower mosaic virus (CaMV) on growth and performance of several 4. thaliana
genotypes grown in a phenotyping automaton as well as the effect of water deficit on CaMV viral
traits and their relationship. This work allowed i) to characterize the response of growth and
performance of A. thaliana to CaMV under water deficit by exploiting the natural diversity, ii) to
relate important traits related to plant functional strategies with stress tolerance iii) to show that
water deficit can modify important traits related to CaMV such as transmission or intra-host
accumulation iv) to study the relationships between viral traits on the natural diversity of 4. thaliana
genotypes in optimal irrigation condition or water deficit. This study has therefore highlighted the
importance of understanding the impact of the environment on virus pathogenicity and virus
persistence within ecosystems. The multidisciplinary approach contributed to a better
characterization and understanding of plant-virus interaction and water deficit.

Keywords: A. thaliana — Cauliflower mosaic virus — Water deficit —Viral traits — High-throughput
phenotyping — Ecological strategies
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