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I ntroduction générale

Les plantes cultivées sont soumises a l'infectamde nombreux bioagresseurs (virus,
bactéries, champignons, insectes, nématodes) guiafaiblissent et compromettent les
récoltes en qualité et/ou en quantite, parfois ddas proportions considérables. Les
traitements phytosanitaires répétés posent deslepnes de sécurité alimentaire et de
préservation de I'environnement. La lutte génétiqoietre les agents pathogenes, basée sur
l'utilisation de génes de résistance présents @ads/ersité naturelle des espéces, présente
l'avantage d'étre simple a mettre a ceuvre, pelegsé@tpour l'agriculteur et respectueuse de
I'environnement. La lutte chimique contre les viass indirecte car elle cible les vecteurs de
transmission de ces agents pathogenes (pucersestan...). Elle est d'autant plus inefficace
dans le cas des virus transmis tres rapidement $elmode nonpersistant (c'est-a-dire courte
durée de rétention et non circulant dans le verteaucun insecticide n’est actuellement
capable de tuer un puceron en un laps de tempz esgd (quelques dizaines de secondes)
pour éviter la transmission de ces virus. Pouetutbntre les maladies virales, des genes de
résistance identifiés dans la diversité naturels @spéces peuvent étre introduits par
croisements dans des variétés performantes au uniagaonomique. La diversité des
résistances disponibles dans la variabilité ndturest loin d'étre exploitée au maximum ;
ainsi, de nombreux travaux de recherche ont pojectibla caractérisation de nouveaux
systéemes génétiques contrdlant une résistancaedfiet durable. Déja utilisée avec succes, la
lutte génétique trouve cependant ses limites dadagtation progressive des pathogenes aux

résistances variétales lors de la mise en cultgrarde échelle.

Dans ce contexte, de nombreux travaux de recheamduits ces 20 derniéeres années
ont permis d'avancer dans la compréhension desniséuas d'interaction entre les agents
pathogenes et leurs hbtes et de caractériser aawnimoléculaire les genes de résistance
impliqués. Le clonage et I'analyse fonctionnellendenbreux genes de résistance ont apporté
des informations sur les différents mécanismesédéstance (McDowell and Woffenden,
2003; Mauleet al.,2007).
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En parallele a ces travaux de caractérisationtifmmeelle, des analyses de I'évolution
moléculaire des génes de résistance aux agentsgeaths ont été mises en oeuvre afin de
caractériser les processus d'évolution a I'origieela variation nucléotidiqgue de ces genes.
On peut ainsi déterminer si le gene subit une mmesde sélection de type coévolution
caractéristique des relations hotes/parasitesiriTafid Moeller, 2006). Bien que peu d’études
regroupent sur un méme pathosysteme des analysg®fnelles des interactions facteurs de
résistance de I'hote-facteurs de virulence du gethe et des analyses d’évolution, il apparait
pertinent de coupler ces approches. En effet, cengpe les raisons du maintien de la
diversité allélique dans la variabilité naturelera crucial pour identifier les conditions dans
lesquelles la résistance est efficace et durableaditions de culture (de Meaux and
Mitchell-Olds, 2003).
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I.1. Polymorphisme de séguence et détection de texde sélection

Analyser les profils de polymorphisme de séquenda divergence d’'un géne donné
entre espéces permet de caractériser les forcdstigge agissant sur ce gene. En effet,
différentes formes de sélection produisent desilprepécifiques de diversité de séquence
(Charlesworthet al.,2001). Afin de bien comprendre quelles sont lesgpons de sélection
susceptibles de s'exercer sur les genes de r@&mssax bio-agresseurs, les grands principes
d'analyse du polymorphisme en vue de la détectotrates de sélection seront décrits dans

une premiere partie de ce chapitre.

[.1.1. Définitions

La variabilité au sein des populations est genpege3 types d’évenements aléatoires :
des recombinaisons, des duplications de génessandtations. La recombinaison génétique
consiste en un véritable réarrangement du génonsguride I'ADN est échangé soit entre
chromosomes homologues soit entre des chromosoonelsamologuesia des crossing-over
(enjambements) au cours de la méiose. Ce brasgag¢ique conduit donc a l'apparition de
nouvelles combinaisons de genes qui seront ensaitenises a la sélection naturelle. De
récentes études se sont intéressées aux pointdsctiauecombinaison chez les plantes, avec
notamment l'identification de taux de recombinai§@nfois plus élevés dans des régions
hautement recombinogénes par rapport au restercngeche?. thaliana(Li et al., 2007).

Les événements de duplication sont a I'originéadedoissement de la taille des génomes, des
familles de genes et des locus de répétitions edeta. Malgré cela, le role et les
caractéristiques évolutives, les raisons de leistence et les mécanismes qui contrélent leur
développement sont encore peu connus. D'apresdasgres données issues du ségquencage
des génomes entiersAd'thaliang du riz et du peuplier, il semblerait que de nomlBrgénes
aient été dupliqués puis maintenus par la séleatimturelle au cours de I'‘évolution des
angiospermes (Sterckt al., 2007). La mutation est une erreur qui survient lors de la
réplication du matériel génétique. Par cycle ddicégfon, 'ADN polymerase fait environ une
erreur tous les fonucléotides, taux assez constant chez I'ensenmedeothanismes, des
bactéries aux eucaryotes supérieurs. Lorsqu’un@timotapparait dans la séquence codante
d'un géne, elle va générer un nouvel alléle. Lesatians touchant les séquences codantes
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sont de 2 types : synonymes (ou silencieuses)lesi e modifient pas la séquence en acides
aminés, ou non-synonymes (ou codantes) dans lecaasaire. Deux types de forces
évolutives peuvent s'exercer sur une populatiorsttode des individus possédant ce nouvel
allele et I'ancien : la dérive génétique, aléatotda sélection, orientée. Ces forces évolutives
font varier les fréquences alléliques au sein deolaulation. Une fluctuation aléatoire de la
fréquence des genes au fil des générations estéapdérive génétique. Les populations
naturelles ont rarement des effectifs constantssiAila dérive va jouer surtout dans les
périodes ou les effectifs sont faibles. Si a uneqép de son histoire, une population est
passée pendant plusieurs générations par un éffiedifaible, elle a pu perdre par dérive
pendant cette période de "goulot démographique'gumede part de sa diversité allélique. La
sélection naturelle engendre I'accumulation de ggres ayant un fort pouvoir adaptatif (ou
fitness). La sélection permet donc d’adapter urgjation a son milieu en augmentant ou en
maintenant dans le patrimoine génétique de cetfaulption la fréquence des alléles
favorables. La sélection naturelle influence dedhigres le devenir des mutations codantes :
on parle de mutations avantageuses (ou adaptasvés)nouvel allele procure un avantage
sélectif, de mutations déléteres dans le cas iaV@isninées par la sélection) ou de mutations

neutres si le nouvel alléle ne procure ni avantag&savantage adaptatif.

[.1.2. Théorie neutraliste de I'évolution moléculae de Kimura

Le modéle de Motoo Kimura (Kimura, 1983), maintenaonnu sous le nom de
"théorie neutraliste de I'évolution moléculaire'topose que la plus grande partie de la
variation génétique (a la fois le polymorphismeargspece et la divergence entre espéces)
est neutre et que les polymorphismes sont élimmédixés dans les populations sous
l'influence des effets stochastiques de la dérigrétigue. Pour mettre en évidence des
mécanismes de sélection au niveau moléculairst dl@enc important de définir auparavant ce
que l'on attend en absence de sélection (mode)e Bules observations ne peuvent étre
expliguées sous un modele d'évolution neutre, aleusement on pourra invoquer l'action de

la sélection.
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[.1.3. Signatures de sélection au niveau moléculair

A linverse des facteurs démographiques (goulottratiglement, expansions
démographiques, mélanges de populations) qui aefieda fréquence allélique de tous les
génes d'un individu de maniere similaire, la sé&echaturelle n'affecte que certains génes.
Mais comment détecter cette sélection naturellen@ dpproche directe serait de suivre
expérimentalement une population au cours du tempss ce mode de détection nécessite
I'étude de populations de taille trés importantedritrés longues périodes de temps. Pour
s'affranchir de telles contraintes, une approcherrative indirecte consiste a détecter les
signatures moléculaires de la sélection, en compéea données observées (distribution des
fréequences alléliques, diversité nucléotidique, xtade mutations synonymes et non
synonymes) aux données théoriques attendues daas absence de sélection (modéle nul

neutraliste).

Lorsqu'une mutation avantageuse apparait dansnongg elle peut étre fixée et donc
remplacer toute autre variation présente a ce ldcugégion ou la mutation est apparue se
retrouve alors dépourvue des mutations neutress@gicumulent normalement aux sites
silencieux de 'ADN. Ce phénomene est appelé bgagélectif ou « selective sweep ». Les
régions voisines du chromosome se retrouvent égalemépourvues d'une part de leur
variation neutre comme simple conséquence de i@isoh génétique; on parle alors d'effet
d'auto-stop ou « genetic hitchhiking ». A plus loedglistance, l'effet de balayage s'estompe
progressivement, jusqu'a ne plus étre repérablas Da cas, la signature moléculaire de la
sélection naturelle est donc un "trou" de variatt@utre dans le génome. L'amplitude de
l'effet d'auto-stop augmente avec la force de lactién et décroit avec celle du taux de
recombinaison, qui tend a découpler l'associatiaineerégions voisines. Si l'on connait le
taux de recombinaison, on peut en déduire l'intértk la sélection. Le retour progressif de la
variation neutre nous renseigne sur I'age de l&wént. En effet, le balayage sélectif est
surtout sensible juste aprés la survenue de I'évémie sélectif. Ensuite, les mutations
recommencent a s'accumuler sur le chromosome taureat progressivement la variabilité.
La sélection positive, également appelée diverdidisou adaptative, peut étre repévise
I'identification de balayages sélectifs. Ce typesdkection fait augmenter la frequence d'un
allele avantageux, contrairement a la sélectioratid®y ou purificatrice, qui tend a diminuer
la fréquence d'un alléle désavantagei I'élimination des mutations déléteres. Mais la

sélection naturelle ne fait pas toujours augmeotediminuer la fréequence d'un seul alléle a
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un locus. Quelquefois, elle tend & maintenir 2ledl®u plus & un locus dans une population.
Ceci est connu sous le nom de sélection balaneaéeélection équilibrante. La sélection
balancée peut maintenir un exces d'alléles a demidnces intermédiaires pendant de tres
longues périodes de temps. La signature moléculi@ira sélection balancée n'est détectable
gue quelques centaines de paires de bases autaitedsélectionné et pas au dela. Deux
situations biologiques peuvent expliquer le mamtie la sélection balancéei) lprsque les
hétérozygotes ont une meilleure fitness que lesoaggotes, donc le maintien des deux
alleles est un avantage @t) (orsque l'allele donne un avantage quand il ast, ron parle
alors de sélection fréquence-dépendante. Chez lgep et les animaux, la sélection
balancée semble impliqguée dans le maintien deJarsté aux locus qui coordonnent la
reconnaissance entre le soi et le non-soi (RichamanKohn, 1999). Le tableau I.1 récapitule
les sélections naturelles qui peuvent étre obssretkeurs effets sur la généalogie des génes

et les fréquences des alléles d'une populatior2dedlvidus haploides.

[.1.4. Méthodes de détection de la sélection natdle a I'échelle moléculaire

Toutes les méthodes présentées dans cette paiet \d examiner I'adéquation d'un
jeu de données de séquences au modele d'évoludiotren La quasi-totalité des tests
statistiques utilisés ont été construits sous Otlypse que les populations étudiées sont
conformes au modéle nul, c'est-a-dire que la Oistion observée des fréquences n'a subi au
fil des générations aucune force sélective ou datur environnemental pouvant affecter
cette distribution (populations de taille constaatd’équilibre mutation-dérive, appelées
populations de Wright-Fisher). Un certain nombrautBurs a développé des méthodes
permettant de mesurer la neutralité des populatichgpothése du modele a nombre infini
de sites s'applique lorsque le taux de mutatios@isamment faible par rapport a la taille de
la séquence considérée pour que les mutationsapgamt de facon unique (pas de mutation
récurrente). Sous cette hypothese, la diversitéléatidique d'une populationf) est
proportionnelle a la taille efficace de la popwatiN.,, nombre d'individus d'une population
idéale pour lequel on aurait un degré de dériveétigume équivalent a celui de la population
réelle) et au taux de mutation par gene et parrgéag (1) :0 = 4Nju (pour des individus
diploides). Les 2 estimateurs de cette divei{@aleurs calculées sur un échantillon et que
I'on espére trés proches des valeurs que l'ontaalaulées sur la population totale) les plus

frequemment utilisés somtt (Nei and Li, 1979) eBw (Watterson, 1975). La diversité
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nucléotidiquert est définie comme le nombre moyen de différeneeténtidiques par base
entre 2 séquences prises au hasard dans un édmartindicebw est le nombre de sites en
ségrégation par base, corrigé par un facteur basélastaille de I'échantillon. Ces 2
estimateurs different en ce que sayrend en compte la fréquence des alleles. Laitéfin

de ces indices est récapitulée dans le tableau 1.2.

A partir de ces estimateurs, Tajima (Tajima, 1983)eveloppé un des premiers tests
de neutralité sélective basé sur la diversité miiclgue. L'ensemble des tests de neutralité
utilisés couramment pour détecter de la sélectipartir des séquences d'ADN génomique est
répertorié dans le tableau 1.3. Le calcul de ltedD =1:6w permet de tester I'hypothese
nulle. Sous cette hypothese nuliez 6w donc D = 0. Si D est difféerent de 0, il y a rejiet
I'nypothése nulle (Tajima, 1989). Une valeur de éyative peut étre la conséquence soit
d'une fixation récente d'un allele au locus congidgélection positive ou négative) soit d'une
expansion démographique. A l'inverse, une valeubd gmsitive indiquera soit une sélection
balancée soit une réduction de la taille de la fatjmn. Pour distinguer les effets de la
sélection des effets démographiques, il est néicesske séquencer plusieurs génes
indépendants chez une méme espéce, puisque lesurfacttémographiques touchent
I'ensemble des génes d'un génome et non pas utosaalcomme le fait la sélection. Les
tests de Fu et Li (1993) comparent aussi ces eglireamais prennent en compte les variants
alleliques présents une seule fois (la mutationaésts appelée singleton). Un excés de
singletons caractérise par exemple un balayagetgétxent. Le test H de Fay et Wu (2000)
est une généralisation du test de Fu and Li mdferdi par l'importance accordée aux

fréequences alléliques intermédiaires.

D'autres tests sont basés sur I'hétérogénéité ehisteurs locus chez plusieurs
especes. Le test HKA développé par Hudson, KreitmetnAguadé (Hudsomt al., 1987)
permet de comparer les niveaux de variation irgraater-spécifique pour le locus d'intérét et
pour un autre locus supposé neutre. Sous I'hypethdie, les locus les plus variables au sein
d'une espéce sont ceux qui montrent le plus dati@mientre espéces (la diversité est générée
par la mutation uniqguement). Le test de McDonald Kekitman (1991) compare
polymorphisme/divergence des sites synonymes esyoonymes (les synonymes étant pris
comme référence neutre puisqu'ils ne conduisenapdss changements en acides aminés);

sous I'hypothese de neutralité, les 2 ratios demtadtre égaux. Enfin, on peut comparer les
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taux de substitutions : l'indiced correspondant au rapport du taux de substitutioms
synonymes (dN) sur le taux de substitutions syn@syfdS) indique le régime de sélection
auquel est soumise la protéineest €gal a 1 en absence de sélection &st inférieur a 1,
cela signifie que les changements en acides armorgiéléteres (sélection négative). Dans le
cas d'unw supérieur a 1, les substitutions non synonymesététplus fréquentes dans
I'histoire de I'échantillon, indiquant la possité@ild'une sélection positive. Il est trés intéressan
de comparer les résultats de ces différents temiis pssayer de mettre en évidence non

seulement un écart a la neutralité, mais égalepreposer un modéle de sélection.

[.1.5. Détection de sélection positive chez les ptas : exemple de la
résistance aux herbicides

Lorsque I'on étudie I'adaptation des plantes agsmutils moléculaires de génétique
des populations, 2 principaux types de sélectidoralle sont mis en évidence : la sélection
balancée décrite précédemment qui permet le mairsiectif a long terme de plusieurs
alléles et la sélection positive ou il y a fixatidune mutation favorable (Wright and Gaut,
2005). Un exemple remarquable de sélection poséstecelui des genes de résistance a un
stress abiotique, les herbicides. En effet, lastésce aux herbicides est un caractere de choix
pour étudier les pressions de sélection qui s’&sresur les genes de résistance dans les
populations naturelles de plantes annuelles : lectén est forte et I'adaptation est rapide
(Delye et al.,2004) La plupart des herbicides agissent en inhibantetieymes impliquées
dans les processus métaboliques vitaux chez lesaisas herbes. En réponse a ce nouveau
stress, des mutations dans les enzymes ciblesatbiitles chez la plante sont apparues.
Certains herbicides ciblent le domaine carboxytdférase (CT) de I'Acetyl CoenzymeA
Carboxylase (ACCase) chloroplastique; ils bloguargynthése des acides gras et entrainent
la mort de la plante. Récemment, des alleles mutdtCCase avec une sensibilité réduite
aux herbicides ont été identifiés dans des pomuiatnaturelles Alopecurus myosuroides
(mauvaise herbe des céréales de I'Europe du Nos$tQusuggérant que, dans les champs,
une forte pression de sélection peut conduire aadsptation rapide de ces populations.
Parmi les 13 substitutions non-synonymes détectéed,entre elles, connues pour étre
impliquées dans la résistance aux herbicides, g®upent dans une région de 70 acides

aminés dans le domaine CT de I'ACCase (Delyal.,2004); ces mutations sont maintenues

18



par sélection positive. A l'inverse, le reste desédguence de 'ACCAse est soumise a de la
sélection purificatrice, ce qui est cohérent agendcessité de maintenir intacte la fonction de
la protéine ACCase, une enzyme meétabolique vitaler pa plante. L’avantage dans cette
étude est I'existence d’'une populatioddmyosuroidesollectée avant la mise en place de ce
type de traitement herbicide. Cette population pelanc étre considérée comme
représentative de la diversité allélique d'ACCaseé-herbicide”, donc "pré-sélection”. Grace
a cette population, il a été montré que la sélagbiositive qui cible les quelques mutations
codantes impliquées dans la résistance aux heeSiagdparait environ 15 générations apres le
début des traitements (Menchat al., 2006). L'utilisation des herbicides, bien que trés
récente, a donc clairement un effet visible suvddation génétique du géne codant pour
I'ACCase. La réponse adaptative a une pressiogldetion drastique est survenue en trés peu

de générations.

[.2. Evolution moléculaire des qgenes dominants de ésistance aux

bioagresseurs chez les plantes : coévolution entiétes et agents pathogenes

Une adaptation diversificatrice au niveau molécaldielle que décrite précédemment
dans le cas de la résistance aux herbicides cleembivaises herbes, a également été
retrouvée pour les genes de résistance aux agatitsgenes (Bergelsaet al., 2001). Les
interactions entre organismes vivants représenianfacteur écologique majeur entrainant
une évolution non-neutre. Le processus de coéwolntre les plantes et leurs bioagresseurs
- virus, bactéries, nématodes, champignons, insederait, d'aprés de nombreux biologistes,
a l'origine de la plupart de la diversité natureliservée sur Terre (Rausher, 2001). Ainsi, des
pressions de sélection fortes sur les genes inmgdigians les mécanismes de résistance aux
pathogenes chez les plantes sont attendues caoifliévolutive de ces génes est souvent
modelée par la nécessité soit de reconnaitre ldhogenes soit d'échapper a la
reconnaissance, ce qui induit des profils d'évotutiapide. Ce paragraphe est consacré aux
connaissances acquises sur l'évolution des genssnaiats de résistance aux agents

pathogenes de type R chez les plantes.
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[.2.1. Mécanismes de résistance des gerres

La majorité des résistances aux agents pathogemastérisés chez les plantes est
controlée par des genes dominants. Ce type detamsis impliqgue des mécanismes de
reconnaissance du pathogéne conduisant a l'indudtion vaste ensemble de réactions de
défense. Le concept de Flor (1971), appelé "modélee a géne", permet d'expliquer la
grande majorité des résistances monogéniques dotega@t a été confirmé au niveau
moléculaire : les mécanismes de résistance sontténgi et seulement si la protéine codée
chez la plante par un gene de résistaRcé&reconnait" la protéine codée chez l'agent
pathogene par un géne dominant dit "d‘avirulengeh¢ Arr). De nombreux gends ont éte
caractérisés au niveau moléculaire chez différeespeces végétales, telles que les céréales
(riz, orge, mais), les dicotylédones cultivées, omate, tabac, laitue) ou l'espéce modele
thaliana Ces génes contrélent une résistance vis-a-visiadgresseurs aussi différents que
des bactéries, des virus, des champignons, destodesaet méme des insectes (McDowell
and Woffenden, 2003). La plupart des protéines esgar les gend® possedent 2 domaines
caractéristiques : un domaine LRR (pour LeucindaRepeats) qui apparait étre impliqué de
facon centrale dans la reconnaissance de l'agreGkmes, 2001) et un domaine NBS (pour
Nucleotide Binding Site) plutét impliqué dans lartsduction du signal de perception (Dangl
and Jones, 2001; Holub, 2001) (Figure I.1). Lema@oes LRR et NBS contiennent des
motifs trés conservés qui ont permis d'identifierde classer les genés (Meyerset al.,
1999). D'autres domaines sont retrouvés chez t@sipes R (Dangl and Jones, 2001) 1€
domaine TIR (Toll-Interleukin Receptor) qui, ches lanimaux, se retrouve dans les protéines
impliquées dans l'immunité innée ou qui participgna transmission d'un signal permettant
I'activation de la mort cellulaire programmée), & domaine CC (Coiled-Coil) est connu pour
permettre les interactions protéine-protéineiiet es domaines transmembranaires, ou dans
ce cas le domaine LRR se retrouve a l'extériedadellule, architecture qui constituerait un

systeme de surveillance externe des agresseurs.

L'analyse des génomes végétaux révele que les gerent fréquemment regroupés
sous forme de grands clusters (Young, 2000) eéseptent une part substantielle du contenu
en genes du génome. Chez I'accession Columbia0)QtA. thaliang les génes de résistance
représentent de l'ordre de 0,5 a 1% des genes gianée et la majorité des 149 genes
identifiés codant des protéines de résistance e MBS-LRR sont regroupés en clusters de
2 a 9 locus (Arabidopsis Genome Initiative, 200&yers et al., 2003). Les analyses
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phylogénétiques montrent que les clusters sordeltat a la fois de duplications de segments
anciennes et de réarrangements de génes récetamfiieaisons inter- et intra-géniques)
(Richly et al., 2002). Les travaux menés sur le génome du riz woefit les données
obtenues che?. thaliana: 535 séquences codant pour des genes de type diB&te
identifiées, 76% de ces genes sont regroupés sterduet 16 duplications de génes ont été
détectées (Zhoet al.,2004).

Il existe 2 modes de reconnaissance entre lesipest®k et Avr : i) une détection
directe, on parle de modele "éliciteur-réceptew'(i une détection indirecte dans laquelle
la protéine R n'intervient que comme "senseur"aliateraction entre la protéine Avr et une
autre protéine de la plante; dans ce dernier capade de modele "de garde" (Figure 1.2)
(McDowell and Woffenden, 2003). L'interaction plyse directe entre les 2 partenaires n'a
pu étre démontrée que dans un nombre extrémematé lile cas, comme par exemple celui
du couple AvrPto déseudomonas syringdePto de tomate (Scofielet al., 1996) ou tout
récemment AvrL567 de la rouille du lin / L du libdddset al.,2006). Méme si la plupart des
résistances dominantes caractérisées au niveaucutaté conférent la résistance a des
bactéries ou a des champignons, il existe a ce jmg douzaine de genes dominants
impliqués dans la résistance aux virus identifiészcles plantes cultivées (pomme de terre,
tomate, tabac, soja et pois)Afetthaliana(Mauleet al.,2007). Dix de ces génes appartiennent
a la classe des NBS-LRR. Aucune protéine codéegmigenes de résistance ne possede de
domaine transmembranaire, ce qui est cohérentlavacle de vie intracellulaire des virus et
la présence des protéines Avr exclusivement dasscédlules de la plante héte. Une
interaction directe entre le produit du gene destésceN chez le tabac et la réplicase p50 du
Tobacco mosaic viru¢TMV) a été identifiee (Ueda&t al., 2006), mais il semble qu'une
interaction indirecte entre ces 2 protéinga,l'intervention d'un troisieme partenaire, NIP-1,

puisse également avoir lieu (Maweal.,2007).

[.2.2. Scénarios d'évolution des gends: course aux armementyersus

guerre des tranchées

Les genes de résistance chez les plantes implaarésles interactions gene pour géne
avec les agents pathogénes sont attendus pours@treis a des compétitions de type
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coévolution (Figure 1.3). La coévolution antagoaishtre une plante et son agent pathogene
est un processus en plusieurs étap@sl'agent pathogene attaque et exploite la pldii)e,
l'attaque de l'agent pathogene réduit la fitnessadglante,(iii) sélection d'un systéme de
résistance qui peut répandre dans I'ensemble peplalation de la plantdiv) diminution de

la fitness de l'agent pathogéne dans les plantast acquis ce systéme de résistancey)et
sélection d'un génotype de l'agent pathogene capddlcontourner la résistance qui va
ensuite se répandre dans la population des agatiitsggénes. Une interprétation moléculaire
a cette coévolution a récemment été proposée pas.& Dangl (2006) ; il s’agit du « modele
en zig-zag » :if les PAMPs (Pathogen-associated molecular paftelest-a-dire des motifs
caractéristiques des pathogenes, comme la flagallncertaines bactéries) sont reconnus par
des récepteurs PRRs (Pattern recognition receptbrsy la plante, ce qui entraine une
premiere immunité appelée PTI (PAMP-Triggered Imityn(ii) les pathogenes déploient
des effecteurs de virulence spécifiques (ETS, Effetriggered Susceptibility) pour contrer
cette premiere barriere immunitaire et permettren@dadie en inhibant la PTIjii) des
protéines codées par des genes de résistance almante reconnaissent ces facteurs de
virulence (ETI, Effector Triggered Immunity), ceigaduit une réponse d'hypersensibilité
(HR) au site d'infection et enfinvj des isolats virulents de I'agent pathogéne sutenbn
I'ETI en développant de nouveaux effecteurs. Damssysteme, il existe une véritable
“interconnexion” entre le pathogene et la plante hiflustrant I'existence de coévolutions a

tous les niveaux de l'infection (Jones and Dar@pg2.

Des analyses d'évolution moléculaire ont permis cdeactériser les processus
d'évolution qui faconnent la variation nucléotidégqdes geneR impliqués dans la résistance
des plantes aux agents pathogenes. Bien que leraatebces études reste encore limité, 3
types de scénarios évolutifs ont été décrits plage aux armements, la guerre des tranchées

et le modeéle mixte.

Le mode de coévolution appelé "course aux armerhédenkins and Krebs, 1979)
ou "polymorphisme transitoire” (Holub, 2001) emtiiune série de balayages sélectifs : les
anciens allelefR sont successivement conduits a I'extinction dames population suite a
I'émergence de nouvelles formes de virulence dinogaine. Ces anciens alleles sont
remplacés a chaque cycle par un nouvel allele cuaitadivergé a partir d'un allele existant
par mutation ou recombinaison, soit qui vient d'antre population (Figure 1.4.a). Le modele

“course aux armements" prédit que la variation gaurésistance est transitoire et que les
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populations hétes sont généralement monomorphkgas du géne de résistance. Les alléles
de résistance sont jeunes et leur séquence eskidgrtsque aux alléles de sensibilité
(Bergelsonet al., 2001). Et pourtant, certaines études de geéReshez A. thaliana et
Lycopersicorspp. montrent un polymorphisme considérable aiceriocusk impliqués dans

la reconnaissance des agents pathogénes (Kunkél) éBrévéelent que ces gerieexistaient
avant la différenciation des espéces possédamgeress (Riely and Martin, 2001; Stagtlal.,
1999). Une autre hypothése sur I'évolution des gBna donc été avancée : il s'agit de la
théorie du polymorphisme balancé (Hudson and Kadag8) qui prédit que les alleles de
résistance et de sensibilité qui coexistent daspdpulations sont anciens et qu'ils different
fortement dans leur séquence ADN, spécialemenbaipité du site sous sélection. Cette
sélection balancée peut maintenir les couples AsuRdes périodes de temps infinies, d'ou
l'utilisation de I'expression "guerre des tranché8sahlet al.,1999) ou "polymorphisme de
recyclage" (Holub, 2001) pour décrire ce type ded®n (Figure 1.4.b). Cependant, il est
important de remarquer que le modéle "guerre dmschiees" ne permet pas d'expliquer
I'apparition de nouveaux alléles de résistance. 2.@nodeles "course aux armements” et
"guerre des tranchées" ne sont donc pas exclesits) modele "mixte" d'évolution des genes
R a été proposé. Ce nouveau modele propose quemeskg contournés sont soit éliminés
soit diminuent en fréquence pour réapparaitre amemb opportun (Figure 1.4.c). Il est donc

difficile de formuler des modeles généraux d'évoluties geneR.

1.2.3. Exemples de traces de sélection détectéesles geneR de résistance

aux agents pathogénes chez les plantes

Des exemples illustrant la diversité des chemirdudifs suivis par les géneR de

résistance sont récapitulés dans le tableau 1.4.

ChezA. thaliang les analyses moléculaires de génétique des gamdanontrent que
la sélection balancée est la force prédominanteagiiipour maintenir a la fois les alléles de
résistance et de sensibilité. Les lo&spl (Botellaet al., 1998), Rpp5(Noel et al., 1999),
Rpp8 (McDowell et al., 1998) etRppl13 (Ding et al., 2007; Roseet al., 2004) pour la
résistance a l'oomycéteeronospora parasiticaet Rpml (Shenet al., 2006; Stahlet al.,
1999),Rps2(Caicedoet al.,1999; Mauricioet al.,2003) etRps5(Shenet al.,2006; Tianet
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al., 2002) impliqués dans la résistance a la bacEs@idomonas syringa®nt sous sélection
balancée. Ces locus partagent différentes sigratigesariation moléculaire entre les alléles
de résistance et de sensibilité, avec des alletegement divergents a des fréquences
intermédiaires, un niveau élevé de polymorphismensieux et/ou un exces relatif de
substitutions non-synonymes (dN/dS >1) (Bakéieal.,2006). Plusieurs auteurs ont attribué
le maintien des polymorphismes observés a de &ctsgh frequence dépendante. En effet,
dans le cas des interactions hotes-parasiteedadnce de l'allele de résistance dépend de la
frequence de lalléle d'avirulence, donc de la Jetige de certains génotypes dans la
population du pathogénete versgEllis et al.,1999; Stahkt al.,1999; Tiaret al.,2003).

De maniére inattendue, il n'existe qu'un seul exerdp gene de résistance chfez
thaliana qui présente les caractéristiques d'un balayagetg&écent typique d'une "course
aux armements"; il s'agit du loc&ps4 pour lequel les alléles de résistance et de Ilsiditési
sont quasiment identigues au niveau nucléotidicgigne d'un ancétre commun récent
(Bergelsonet al., 2001). Cependant, le fait que la sélection balaso#eprédominante par
rapport a la sélection directionnelle dans I'éuolutdes géneR est discutable car les génes
de résistance étudiés a ce jour ont été initial¢ndentifiés par des études de cartographie de
locus ségrégant pour des alleles de résistancenstbdité. Ainsi, les geneR avec peu de
variation génétique n'ont pas été identifieés. Mais, peut penser qu'une faible variation

génétique associée a une faible variation phépigpsera moins soumise a la sélection.

La résistance R. syringaechez la tomate est sous le contrle du déde résistance
Pto. Les analyses de polymorphisme intraspécifiquezcties populations naturelles de
plusieurs espéces dgcopersiconmontrent qudto n'évolue pas de la méme facon que les
autres locus "non-R" analysés chez ces especesvé@u de substitutions non-synonymes est
beaucoup plus élevé poBto que pour les autres genes analysés. Cependatistridution
de la variation n'est pas en accord avec les gréadécd'un polymorphisme balancé franc
comme ce qui a été rapporté pour les autres loeugsistanceRppl, Rpp5 Rpp8§ Rppl3
Rpm1 Rps2et RpsbchezA. thaliang : I'évolution dePto semble étre influencée a la fois par
de la sélection purificatrice et de la sélectiotabeée (Roseet al., 2007). Un scénario
proposé par l'auteur pour expliquer ce mélangeétection purificatrice et de maintien du
polymorphisme est le suivant : des périodes pendaqtielles une pression de sélection forte
du pathogéne s'exerce detio alternent avec des périodes ou les populationgatieogenes

sont constituées de génotypes ne possédant paernesAvr adéquats, relachant ainsi la
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contrainte suPto et favorisant I'accumulation des substitutionstresuou délétéres. Chaque
tour de "sélection relachée" pourrait créer de paux alléles. La ré-invasion de pathogenes
exprimant des protéines Avr fonctionnelles favoriss individus avec des protéines Pto
fonctionnelles, expliquant ainsi les signaturesagekales de sélection purificatrice et de
polymorphisme balancé. De plus, la petite prot&iteeest capable d'interagir avec au moins 2
protéines Avr différentes. Cette reconnaissancepldsieurs protéines par Pto pourrait
expliquer la nécessité du maintien de la différation en acides aminés des alleles Pto afin

de reconnaitre différentes molécules effectricepatbogéne.

Le locusL chez le linLinum usitatissimuntres polymorphe avec au moins 12 variants
alléliques connus, code pour des protéines de fJPpe-NBS-LRR qui interagissent
directement et spécifiguement avec les protéinasdévdifférentes souches telamspora
lini, champignon responsable de la rouille du lin. 8zentes études originales, car portant a
la fois sur la diversité des génBset des geneévr, ont montré que les locus et Avr
correspondanétaient tous les deux sous pression de sélecti@rsificatrice (Dodd<t al.,
2006; Dodd<=t al.,2000; Lucket al.,2000). Les différences de spécificité de reconaaiss
des différents variants Avr et I'évidence d’'uneeséibn positive agissant sur les gehest
avr suggéerent qu’ils sont impliqués dans une « coatsearmements ». La reconnaissance
par interaction directe entre les protéines L et Axgumente en faveur de ce type de
coévolution rapide a la fois chez I'héte et chepdhogéne (Doddst al., 2006; Elliset al.,
2007). Un pré-requis pour une telle issue évoluat que les protéines Avr puissent
accumuler des mutations qui affectent la reconaaiss par les protéines R sans imposer un
colt de fitness; c'est le cas ici, puisque lesavdsi Avr qui échappent a la reconnaissance ont
une structure protéique conservée et stable etnamtenu une fonction effectrice (encore

inconnue).

1.2.4. Impact du mode de reconnaissance R /Avr suievolution des gene®R

Doddset al. (2006) proposent que le mode de reconnaissancer R5A un parametre
majeur influencant I'évolution des geried_a reconnaissance directe entre protéines R et Av
conduirait a une évolution rapide de type "course @mements"”, ou l'on retrouve une forte

diversité des gend’ et Avr (i.e., des séries multialléliques présentant différeapeificités)
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contrairement a la définition initiale du modelelcse aux armements” qui prédit le maintien
d'un seul alléle sensible et d'un seul alléle t&@sisdans les plantes hotes. La reconnaissance
indirecte, faisant intervenir une protéine de gaseeait plutét associée a des polymorphismes
balancés pour le maintien d'une résistance stalbagaterme, comme c'est le cas pour les
locus Rpm1 et Rps2 chez A. thaliana. L'adoption de I'un ou l'autre de ces 2 modes de
reconnaissance pourrait étre guidée par une heséoiolutive propre a chaque pathosysteme.
Les agents pathogenes commesyringaequi peuvent infecter un large spectre de plantes
hotes peuvent déployer beaucoup de protéines ettt A l'inverse, le spectre d'hote étroit
et le parasitisme obligatoire de certains pathogieo@mme le champignon responsable de la
rouille du lin, impliqueraient que les interactioR$Avr coévoluent dans un systéeme clos qui
pourrait imposer plus de contraintes comparé auegta dans lequel les molécules e
syringae ont évolué. Au niveau mécanistique, des différencans la fonction de
pathogénicité des protéines Avr peuvent aussi enfter le mécanisme de reconnaissance
adopté. En effet, les effecteurs Be syringaegénérent des modifications des protéines de
garde de I'hdte (phosphorylations ou clivages pigtigues) qui sont reconnues par les
protéines R correspondantes. D'autres effectewrsgent toucher la fonction de la protéine
cible de la plante sans induire pour autant unenédomodifiée de cette protéine cible
facilement identifiable (par exemple en agissamm@ des inhibiteurs compétitifs); dans ce
cas, le mode de reconnaissance directe entre mest&t et Avr apparait comme la seule

option possible pour détecter la protéine du pagheg

[.2.5. Conclusion

Des polymorphismes alléligues anciens, qui domirenpaysage sélectif, et des
balayages sélectifs récents, sous-représentés odmpaeste du génome, sont donc retrouvés
a différents locuRR de résistance chez plusieurs especes de plamendant, il ne faut pas
oublier que les tests de neutralité utilisés s@ut efficaces pour la détection de régimes de
sélection qui n'appartiennent pas a ces 2 histexr&mes d'évolution. Il faut également bien
garder a l'esprit qu'il est toujours difficile dare la distinction entre la signature de sélection
naturelle et les événements démographiques. Ofacesurs démographiques ont des effets
importants sur I'évolution des résistances puidgaepidémies induisent généralement des
réductions de population, conduisant a des godlétsanglement et/ou une dérive génétique.

Dans le futur, il sera intéressant de coupler laéfjgue moléculaire des populations non
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seulement avec les études fonctionnelles mais aasst les études écologiques. Un
échantillonnage écologique pertinent de la vanmatimléculaire aux locus neutres et liés a la
résistance permettrait d'élucider les causes aets# et les profils de diversité résultants.
Comprendre les raisons du maintien de cette digeadiélique dans la variabilité naturelle

sera crucial pour identifier les conditions dansgleelles la résistance est durable en
agriculture (de Meaux and Mitchell-Olds, 2003).

Il est a noter qu'aucune étude d'évolution molémuldes genes dominants de

résistance aux virus n'a été décrite a ce jour.

|.3. Résistance récessive aux virus a ARN et compé d'initiation de la

traduction

1.3.1. Variation génétique et évolution des virus &RN de plante

Les virus a ARN, majoritaires chez les plantesyvpatiévoluer rapidement. En effet,
au cours du processus de réplication de leur géndese mutations et des recombinaisons
peuvent se produire. Le génome viral est réplicareupe ARN polymérase ARN dépendante
qui ne possede pas de systéme de contrble et ietmon des erreurs de réplication. Des taux
de mutation de Ibet 10° erreur d'incorporation par base et par cycle gécation ont été
estimés pour les virus a ARN lytigues chez les mderes, soit environ une erreur par
génome et par cycle de réplication (Drake and IHdlld999). Chez le TMV, virus a ARN
positif de plante, la fréquence de mutation estsipdgment la méme, avec un taux de
mutation estimé & 10substitutions par nucléotide par cycle de réglicatMalpicaet al.,
2002). Au cours de la réplication, la polymérasat pggalement "déraper” de la matrice en
cours de lecture, provoquant le détachement du lex@mle réplication qui se retrouve alors
sur une autre matrice pendant la synthese du lmmplE&mentaire. Les recombinaisons
apparues lors de ce saut du complexe de réplicatinsistent donc en un échange génétique
entre différents variants viraux. |l semblerait qdes évenements de recombinaison se
produisent assez frequemment entre certaines s®dehpotyvirus, un genre de phytovirus a
ARN (Glaiset al., 2002; Mouryet al., 2002; Reverst al., 1996). La recombinaison peut

fortement modifier les propriétés biologiqgues durusj avec des conséquences
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épidémiologiques majeures comme l'apparition detses capables de contourner les genes
de résistance ou l'acquisition d'un spectre d'hditeslarge.

En dépit de ce fort potentiel de variation génétiguossible chez les virus a ARN,
relativement peu de modifications profondes somtoowées dans les génomes viraux,
indiquant qu'il existe des restrictions de la Vaitig¢ engendrée. Deux processus majeurs vont
gouverner |'évolution des variants : la dérive gé@ué et la sélection. On peut compter
jusqu'a 167 particules virales dans une plante infectée dudfaitaux de réplication élevé des
génomes viraux (Malpicat al., 2002). Cependant, ce nombre ne représente pagliéa ta
efficace de la population car une grande fractierladpopulation est constituée de variants
incapables d'accomplir leur cycle infectieux. Enqce concerne la dérive, plusieurs études
ont montré que des goulots d'étranglement impatawaient lieu pendant le développement
de l'infection dans la plante h6te et lors de dagmission du virus d'un hdéte a un autre : en
moyenne, seulement 4 génomes virau\eeat streak mosaic virl8VSMV) participent a
I'infection systémique d'une talle de blé (Frenot &tenger, 2003) et entre 2 a 20 particules
virales de TMV participent a l'infection d'une fieiiinoculée et de 2 feuilles systémiques de
tabac (Sacristaat al.,2003). Ces effets d'échantillonnage aléatoire agsent donc dés les
premiéeres étapes de l'infection de la plante mavileis. La sélection va favoriser les variants
les mieux adaptés. Toutes les composantes derbeneiment d'un virus a ARN constituent
des facteurs de sélection. L'organisation mémeétome viral constitue un premier niveau
de sélection, pour le maintien des structures etadfonctionnalité des protéines. Il est
nécessaire pour les virus d'étre transmis par detewrs biologiques, qui exercent donc un
second niveau de sélection sur les motifs prot&igueliqués dans la transmission. Enfin, la
plante hote exerce elle-aussi une pression det®é&lesur les virus a ARN puisque des
interactions ARN polymérase virale-machinerie dalhe de I'hdte sont indispensables pour

I'accomplissement du cycle infectieux.

Les virus @ ARN ont donc une capacité d’évolutices trapide. De plus, leur petit
génome codant pour un nombre trés limité de presé{entre 4 et 12) fait qu’ils dépendent
totalement des protéines de la plante hdte powmaglir leur cycle infectieux : réplication et
traduction de leur génome, mouvements de celluleellule et & longue distance. Ces
caractéristiques orientent trés certainement leaméme de reconnaissance plante hote-virus

ainsi que I'évolution des génes de résistancesgdres d’avirulence.
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[.3.2. Genes récessifs de résistance aux virus ARN

Contrairement aux résistances contre les bactéeshampignons, les nématodes ou
insectes qui sont majoritairement dominantes, gegla moitié des résistances monogéniques
vis-a-vis des virus de plantes sont récessivesz{Pendoret al., 2004; Kanget al., 2005b).
Cette caractéristique est particulierement marquote les potyvirus; En effet, pres de 50%
des génes de résistance aux potyvirus sont régeslgifs que cette fréquence atteint rarement

20% pour les autres agents pathogénes (ProvvidedtHampton, 1992).

Les résistances contrblées par des genes récpsddisntent différents phénotypes,
allant de la résistance totale au niveau cellulavependant le mouvement de cellule a cellule
ou le mouvement a longue distance, jusqu'a différaiveaux de résistance partielle, qui se
traduisent par une accumulation réduite du virag diminution du mouvement de cellule a
cellule et/ou du mouvement systémique. Contrairéeménla plupart des résistances
dominantes aux virus qui entrainent une réponsersgpsible ou un phénotype de résistance
extréme, les résistances récessives montrent den@mportante diversité de phénotypes de

résistance.

Pour expliquer les résistances récessives aux, inypothese la plus communément
admise et proposée par Fraser (1990) est qudd'atminant de sensibilité code pour une
protéine nécessaire a l'accomplissement du cyclpatliogéne dans la plante. Le clonage
moléculaire du premier gene récegsif2 chez le piment, impliqué dans la résistance a 2
potyvirus @otato virus Y PVY et Tobacco etch virysTEV), a permis de valider cette
hypothese. Le gena/r2 code pour une protéine elF4E (eukaryotic Initiati@actor 4E) et des
mutations dans cette protéine sont responsablés rdsistance (Ruffadt al.,2002). Depuis,
toutes les études de clonage des genes récessifésidtance chez différentes especes
végetales ont montré que des mutations dans lesufaad’initiation de la traduction elF4E ou
elF4G sont responsables de la résistance vis-d-uis large spectre de virus a ARN de

plantes (Robaglia and Caranta, 2006).
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1.3.3. La famille multigénique elF4E

[.3.3.1. elF4E et l'initiation de la traduction deARNm cellulaires

Dans toutes les cellules eucaryotes, l'initiatilenla traduction des ARN messagers
représente une étape majeure de régulation denthese protéique. C'est I'étape la plus
limitante et la plus complexe : plus d'une dizade facteurs d'initiation elF (eukaryotic
Initiation Factors), tres régulés et conservéseesticaryotes, interviennent dans cette étape de
la traduction (Browning, 1996; Pain, 1996) (Figurg). Le recrutement de la machinerie
traductionnelle va permettre la fixation de la saogé 40S du ribosome au codon d'initiation
AUG du transcrit. Les facteurs d'initiation rest@nésents pendant le "scanning" jusqu'a ce
gue la sous-unité 60S se place sur le codon mitiaiKozak, 1989). La sous-unité 60S peut
alors s'associer a la 40S et ainsi former un rib@s80S fonctionnel capable d'effectuer la

synthese des polypeptides.

Le facteur elF4E intervient au tout début de lagghd'initiation. Son réle est tres
important puisqu'il reconnait et se lie spécifiqeaia la coiffe des ARNm (résidu 7-méthyl
guanosine triphosphate). Il correspond a la petitas-unité du complexe elF4F. Chez les
mammiféres, le complexe elF4F est composé desufactdF4E, elF4G et elF4A. Chez les
plantes, le facteur elF4A, bien que présent, n&a gia identifié dans le complexe elF4F.
elF4A possede une activité dhydrolyse de I'ATPedélante de I'ARN et participe au
déroulement de I'ARNia une activité ARN-hélicase dépendante de I'ATPfdoteur elFA4G
possede de multiples sites de liaison a elF4E,/Alle#F3 et a la PABP (Poly(A) Binding
Protein), qui interagit avec la queue de poly(A} d&RNm. La protéine elF4G sert donc
"d'échaffaudage" entre les différents composants deachinerie d'initiation. Sa liaison avec
la PABP va permettre la circularisation de 'ARNnhs@n interaction avec elF3 va entrainer le
recrutement de la sous-unité 40S (associé a dsatdrteurs elF et a 'ARN de transfert
initiateur ARNt-méthionine) (Luo and Goss, 2001he@ les plantes, la PABP interagit
également avec elF4B (Let al., 1997). elF4B est une protéine de liaison a I'ARN qu
favorise l'activité ATPase et ARN-hélicase de elHMBA et al., 2000; Metzet al., 1999).
L’efficacité de la traduction des ARNm dépend dpprachement physique de la coiffe et de
la queue de poly(A) (Galliet al., 1998). Le complexe de pré-initiation 43S (sous&unit
ribosomique 40S, elF2-GTP-ARN elF3, elF5) est positionné dans la partie 5”4&Nm
et va « scanner » '’TARNm dans la direction 5->85qu’au codon d’initiation AUG avec
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lequel il se lie par I'intermédiaire de 'ARRE. La reconnaissance du site d'initiation est
assistée par les facteurs elF1 et elF1A (Pestbwah,1998). Enfin, grace a l'intervention de
elF5B, la sous-unité ribosomale 60S s’associe 40 pour former le ribosome entier au
niveau du codon initiateur du cadre de lecturephase d’initiation est alors suivie des phases

d’élongation et de terminaison (Gallie, 2002).

1.3.3.2. Paralogues et orthologues elF4E

Plus de 400 séquences nucléotidigues codant pihdmologues elF4E chez les
eucaryotes et les procaryotes ont été identifid¢eshfet al.,2005; Tableau 1.5). Récemment,
un geneelF4E a méme été découvert chez Manivirus, les plus grands virus d'eucaryotes
connus a ce jour avec un génome de 1,2 mégabaaesli{B al.,2004). Il existe plusieurs
protéines elF4E chez chacune des espéces étudiégsur (entre 2 et 8 protéines) sauf chez
la levureS. cerevisiaegui ne possede qu'une seule protéine elF4E (&bsthi, 2005). Chez
la drosophile, I'existence des 8 protéines elF4aiselue a des mécanismes d’épissages
alternatifs (Hernandeet al.,2005; Lavoieet al.,1996).

Chez les plantes, elF4E appartient a une petitdléamultigénique : che?. thaliang
3 genes codent pour des protéines elF4E (elF4E4Agi8040-, elF4E2 -At1g29590- et
elF4E3 -At1g29550), 1 pour lisoforme elF(is0)4Et5435620-, protéine spécifique des
plantes supérieures, et enfin un géne code pourutre protéine de liaison a la coiffe, la
nCBP -At5g18110- (new Cap Binding Protein). elF4st capable de se lier a la protéine
elF4G pour former le complexe elF4F et elF(iso)fieragit préférentiellement avec la
protéine elF(is0)4G pour former le complexe elBdso(Browninget al.,1987; Browninget
al., 1992; Laxet al., 1985). Chez le blé, le complexe elF(iso)4F a lesnae propriétés
fonctionnelles que elF4F : tous les 2 sont capatbiegier la traductionn vitro (Browning,
1996), méme si, dans ces conditions expérimentaléglF permet préférentiellement la
traduction d’ARNm présentant des structures sedoegl@n 5 et des ARNm non coiffés
et/ou dicistroniques alors que elF(iso)4F traduipméférentiellement des ARNm avec des
structures linéaires et des coiffes hyperméthylé@allie and Browning, 2001). Des
expérienced vitro etin vivo chez le mais montrent que elF(iso)4F se localiseieeau des
microtubules, suggérant qu'il pourrait étre impéiqulans la traduction de protéines

spécialisées (Bokroat al., 1995). Les geneslF4E2 et elF4E3 identifiésvia le séquencage
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complet du génome A thaliang ne sont séparés que de 7 kb sur le chromosonte 1 e
seraient donc issus d'une duplication récente.dle des protéines codées par ces 2 genes,
dans linitiation de la traduction ou dans d'autpgecessus cellulaires, n’a pour linstant
jamais été mis en évidence. La nCBP est présemtetols les eucaryotes supérieurs. Elle est
capable d’interagim vitro avec elF(is0)4G pour initier la traduction d’ARNriffés (Ruud

et al.,1998). En revanche, son rékevivo dans la traduction n’a jamais été démontré. Ruud
(1998) suggere que la nCBP pourrait avoir un rélséquestration des ARNm afin de ralentir

ou d'empécher leur traduction.

Les protéines codées par les gessiE orthologues (genes homologues appartenant
a des especes différentes) présentent un poureedtatpntité plus fort que les protéines
codées par les genedF4E paralogues (genes homologues au sein d'une mépeeeds
(Tableau 1.6). Par exemple, chez le raryza sativy, le pourcentage d'identité en acides
aminés entre elF4E1 et elF(is0)4E est de 41% aloedes elF4EL du riz et du blériticum

aestivum sont identiques a 80%.

Le nombre de copies des geedS4E differe entre monocotylédones et dicotylédones.
En effet, le blé, le riz et I'orge ne comptent ga'wopieelF4E et une copielF(iso)4Ealors
que plusieurs copies de ces genes sont présereslittérentes dicotylédones eB-4E chez
A. thalianaet 2elF(iso)4Echez le tabac et le tournesol (Conabel.,2005). Une seule copie
NCBP est retrouvée chez toutes les espéces végétatss. genes appartenant a la famille
multigéniqueelF4E ont été clonés et séquencés chez le piment edntaté, grace aux
séquences EST disponibles : 2 genes codant pquot@ine elF4E (elF4E1 et elF4E2) et un
gene codant pour lisoforme elF(iso)4E (Ruffel, 20@ependant, la cartographie génétique
des marqueurs RFLP obtenus a partir de sondes ESeheglF4El etelF(iso)4Esuggere
gu'il existerait au moins 2 copies supplémentaileses genes chez le piment et la tomate
(Ruffel, 2004).

En terme d'évolution, il semblerait qu'un seul g&le4E ancestral ait subi des
duplications générant de multiples classes straldsr(comme elF4E, elF(iso)4E et nCBP
chez les plantes). En accord avec cette hypothasseul génelF4E a été identifié chez
Ostreococcus taurialgue planctonique unicellulaire apparue il y,%a rhilliards d'années qui
figure donc parmi les membres les plus ancienadigrhée végétale et dont le génome vient

d'étre entierement séquencétif://bioinformatics.psb.ugent.be/genomes/ostreces tauri).
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Les évenements de duplication auraient eu lieusdpardivergence entre monocotylédones et

dicotylédones.

1.3.3.3. Polymorphisme de séquence des geiE4E

L'alignement des séquences en acides aminés dearfad'initiation de la traduction
elF4AE chez de nombreuses espéces suggere la méabane région centrale conservée au
cours de I'évolution (Josht al.,2005). Sur l'alignement représenté a la figurecete région
essentielle pour la fonction des elF4E couvre apprativement 160-170 résidus, de
I'histidine en position 62 a l'histidine en pogiti®?28 et comprends les tryptophanes
indispensables au bon fonctionnement de la pratdilmmportance fonctionnelle de cette
région des protéines elF4E a été validée par dpériexces de délétion (Robalied al.,
2004; Vasilesclet al., 1996). Les régions N- et C-terminales ne sont esservées chez
toutes les protéines elF4E. Ces régions pourradaet impliguées dans la régulation de
l'activité des elF4E (Grosst al., 2003; Schepeet al., 2002) ou affecter la stabilité des
interactions, comme c'est le cas pour la partierNinale de elF4E che3accharomyces
cerevisiaequi interagit avec elF4G et stabilise l'interacti{@rosset al.,2003). Une protéine
sera classée dans la famille elF4E si sa séquéalgme avec la séquence consensus de la

région coeur conserveée.

La structure tridimensionnelle de elF4E chez levidt tout juste d'étre résolue par
I'équipe de Karen Browning (Monzing al.,2007). Il s'agit de la premiére description d'une
structure d'une protéine elF4E chez les plantemri® attendu, la protéine elF4E du blé est
tres similaire aux protéines elF4E de levure, dpbfle, souris et homme précédemment
résolues (Marcotrigianet al.,1997; Matsucet al.,1997; Tomocet al.,2002; Tomocet al.,
2003; Volponet al., 2006). Environ 55 résidus sont totalement consepoés des raisons
architecturales et fonctionnelles évidentes, fortmancoeur hydrophobe de la protéine et
d'autres interactions tertiaires (encadrés enswifa figure 1.6). Les acides aminés impliqués
dans la fixation a la coiffe sont aussi conservéseaespéeces (surlignés en orange sur la figure
[.6). Onze résidus sont trés bien conservés audsemdgne végétal uniguement (surlignés en
vert sur la figure 1.6). Certains de ces réesiddanie-spécifiques” sont facilement accessibles
a la surface de la protéine, suggérant qu'ils mopliqués dans des interactions fonctionnelles

de elF4E avec d'autres protéines spécifiques abezplantes. La présence de ces acides
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aminés spécifiques des plantes n'est pas surpeepaiggu'on sait que la traduction chez les
plantes présente certaines caractéristiques propres régne, comme l'existence de 2
complexes elF4F et elF(iso)4F (Browning, 2004).iZegeacides aminés sont "isoforme-
spécifique” (surlignés en bleu sur la figure 1.6gs résidus, conservés a plus de 95% pour
chaque isoforme elF4E et elF(iso)4E, se retrouvemdjoritairement a des positions
relativement accessibles a la surface de la pmtéavec notamment 5 acides aminés
"isoforme-spécifique” dans les boucles a proxirdiiésite de fixation a la coiffe. L'existence
de telles spécificites étaye l'idée que elF4E dE(igd)4E auraient des spécificités
d'interactions différentes avec la coiffe des ARBIndonc des fonctions distinctes. Bien qu'on
ne comprenne pas encore tres bien le réle degaiitiEs isoformes elF4E chez les plantes, le
maintien de ces protéines homologues chez I'engerdbs monocotylédones et des
dicotylédones conforte I'hypothese d'une fonctisoforme-spécifique” (Dupratt al.,2002;
Rodriguezet al.,1998).

1.3.4. Role clé des protéines elF4E dans l'interaicin plante-virus a ARN et

dans la résistance des plantes

[.3.4.1. Interactions entre protéines elF4E et VPg

Des méthodes biochimiques, utilisant le systemeéadile hybride dans la levure, des
tests immuno-enzymatiques (ELISA), des tests dedawin, de la chromatographie d'affinité
ou de la spectrométrie ont mis en évidence desarttiens entre isoformes elF4E de blé,
tabac, tomate, laitue &t thalianaet la protéine virale appelée VPg (Viral proteengme-
linked) de plusieurs potyvirus (PVY, TEV, TuMM {rnip mosaic viruset LMV (Lettuce
mosaic viruy (Tableau 1.7). Pour le pathosysteyethaliana-TuMV, il a été montré que
cette interaction VPg-elF4E était nécessaire pmiettion virale et avait un effet positif sur

la réplication du virus (Leonast al.,2000).

Une étude récente s'est focalisée sur la locaisasubcellulaire des interactions
elF(iso)4E dA. thalianaet les différentes formes précurseurs de la VARg-Pro et 6K-VPg-
Pro du TuMV (Beaucheminet al., 2006). Les expériences de BIiFC (Bimolecular
Fluorescence Complementation) montrent que lesaictiens elF(iso)4E/VPg-Pro ont lieu
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dans le noyau des cellules alors que les intersct@d(iso)4E/6K-VPg-Pro sont observées
dans des vésicules cytoplasmiques bourgeonnanttia gha réticulum endoplasmique. Ces
données suggerent que les associations elF4E/Vixgammt étre impliquées a différentes
étapes du cycle infectieux viral, dépendant detené précurseur de la VPg impliquée dans
l'interaction. L'interaction elF(iso)4E/VPg-Pro peberait des fonctions nucléaires de la
plante hote tandis que l'interaction elF(iso)4EMRg-Pro pourrait jouer un rble dans la

réplication et/ou la traduction de I'ARN viral.

En accord avec ces données de biologie cellulghgsieurs auteurs proposent
difféerents modéles pour expliquer le réle biologiqdes interactions VPg/elF4E dans
I'infection virale. Logiquement, au vu de la foletid'initiation de la traduction des protéines
elF4E, on pourrait penser que cette interactiompef'initiation de la traduction de 'ARN
viral (Figure I.7.a, Lelliset al., 2002). En effet, la VPg pourrait fonctionner comiae
structure coiffe en 5' de I'ARNm et recruter lestéars d'initiation de la traduction et la sous-
unité 40S du ribosome. Cependant, cette hypothsisieagilisée par le fait que la traduction
de certains potyvirus peut étre "coiffe-indépendanta un IRES (Internal Ribosme Entry
Site) qui fait intervenir directement elF4G (Cagton and Freed, 1990). La seconde
hypothése est que elF4E pourrait stabiliser le géndes potyvirusia son interaction avec la
VPg, de facon similaire a l'interaction elF4E/ceitfui permet la stabilité des ARNm chez la
levure en le protégeant des enzymes de dégradd¢id®RN (Schwartz and Parker, 2000)
(Figure 1.7.b) (Lelliset al., 2002). Une troisieme hypothese propose l'implicatie elF4E
dans la localisation intracellulaire et le transputa 'ARN des potyvirus (Gaet al.,2004). La
protéine elF(iso0)4G du blé, a laquelle est liegisthH4E, interagit avec les microtubules dans
des cellules de blé (Bokres al.,1995). Les génomes des potyvirus pourraient doecagir
avec les microtubules pour leur mouvement intratate via des interactions elF(iso)4E-
elF(is0)4G/VPg (Figure 1.7.c). Une derniere hypsthéen accord avec le systeme de
réplication décrit chez les poliovirus (Herold akadino, 2001), serait que elF4E appartient a
un complexe protéique impliqué dans la circulalsate 'ARN viral nécessaire a l'initiation
de la synthése du brin négatif (Robaglia and Card&t06) (Figure 1.7.d). La PABP pourrait
faire le lien entre elF4Fvia elF4G) et la queue polyadénylée des potyvirusfaiteque la
polymérase des potyvirus soit capable d'interagacda PABP et avec le domaine VPg
(Honget al.,1995; Wanget al.,2000) appuie cette hypothése; il est possible guemplexe
protéique impliquant elF4E et la VPg pour la ciesidation de I'ARN viral permette le
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positionnement correct de la polymérase et agisssi airectement sur l'efficacité de

réplication du génome.

1.3.4.2. Approches génétiques

Plusieurs approches génétiques ont confirmé l'itapoe des genes du complexe
d'initiation de la traduction dans le cycle infecix viral et dans la résistance aux virus a ARN
(Tableau 1.8). La premiére a été la caractérisatohéculaire du locus de résistamma?2 du
piment par une approche géne candidat. Cette app@@ermis de valider le fait qper2
codait pour le genelF4E1 (Ruffel et al., 2002). Seulement deux substitutions en acides
aminés distinguent I'alléle dominant de sensibiié 2 alléles récessifs de résistapue?" et
pvrZ. Depuis, la caractérisation d'autres génes rdsesst en avant le role générique des
géneselF4E dans linteraction plante-virus et dans la résita Par une approche géne
candidat similaire a celle conduite pqur2, il a été montré que le gépetl de la tomate,
contrdlant la résistance a de nombreux isolats\dé & TEV, correspondait également au
géneelF4E1 (Ruffel et al.,2005). Comme poupvr2, trés peu de mutations différencient les
alleles récessifs de résistance des alléles dotsimEnsensibilité. Le gene récegsiffé du
piment de résistance depper veinal mottle viruPVMV) a lui aussi été caractérisé; il
correspond au genelF(iso)4E (Ruffel et al., 2006). Le géne récesgivré présente une
délétion de 82 nucléotides dans sa séquence codatrnant I'apparition d'un codon stop

conduisant a la synthese d'une protéine tronquédamationnelle.

De méme, le clonage des alléles récessifs’ et moF¥ conférant la résistance au
LMV chez la laitue a montré que ces genes correggient &elF4E (Nicaiseet al.,2003). Le
réle clé des facteurs elF4E dans la résistanceveiug a ARN chez les plantes a été par la
suite confirmé par la caractérisation d'autres g@&aeessifs de résistancebmichez le pois
pour la résistance aux potyvirugm4/5chez I'orge pour la résistance a plusieurs soudbes
Bymoviruset nsv chez le melon pour la résistance au MN3Xelpn necrotic spot virys
genreCarmovirug (Gaoet al., 2004; Nietoet al., 2006; Steinet al., 2005). La résistance
résulte toujours de modifications au niveau deégusnce protéique de elF4E. La position de
la plupart de ces substitutions "signatures" diedeal de résistance apparait conservée entre
especes et restreinte a 2 régions adjacentes (nesmégions | et 1l), localisées en surface de

la protéine elF4E, a proximité de la zone d'inteoacavec la coiffe (Figure 1.8). Cependant,
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dans le cas de la résistance au MNSV, l'uniquetioatae trouve a I'extrémité C-terminale de
la protéine elF4E (en position 228) et non dangédgsons | et Il en surface de la protéine

décrites précédemment, suggérant un mécanismeidtanee différent.

En parallele a ces études sur les genes récessifiegistance présents dans la
variabilité naturelle des espéces cultivées, laatarisation de mutantsAd'thalianapour les
différents geneslF4E a permis de confirmer I'importance de ces génas facycle viral. Il
apparait que des mutations induites par EMS (Bisthyl Sulfonate) ou T-DNA dans les
différents geneslF4E affectent la sensibilité aux potyvirus. Des muatasi knock-out du gene
elF(iso)4E chez A. thaliana n'entrainent pas de modifications morphologiques de
développement de la plante mais confére une résista l'infection par les potyvirus TEV,
TuMV, LMV et PPV Plum pox viruy (Decroocget al., 2006; Dupratet al.,2002; Lelliset
al., 2002) (Tableau 1.8). Le mutant EMS8-elF4E1(cum) est résistant au ClYVVQlover
yellow vein viru} alors que ce virus est capable de se multigbes les plantes mutées pour
le geneelF(iso)4E(Satoet al.,2005). Enfin, la mutatiomuml, qui provoque l'apparition d'un
codon stop dans la région codante du gadRdE1L réduit fortement I'accumulation du CMV

(Cucumber mosaic virjghezA. thaliana(Yoshii et al.,2004).

D'autres travaux ont évalué la sensibilité de glamhutées dans les gemdB4G vis-
a-vis de plusieurs potyvirus. ChAzthaliang 3 genes codent pour des membres de la famille
elFA4G :elF4G, elF(iso)4GletelF(is0)4G2 Il apparait que le mutaetF4G est résistant au
ClIYVV, le mutantelF(iso)4Glest résistant au PPV et au LMV et enfin le douhlgant
elF(is0)4G1x elF(iso)4G2est résistant au TuMV (Nicaige al.,2007). Si on fait un paralléle
entre ces résultats et ceux obtenus avec les muadE-elF(iso)4E énoncés précédemment,
il apaprait que le CIYVV utilise le complexe elFtdndis que les autres potyvirus semblent
plutdt interagir avec le complexe elF(iso)4F. Cesrtees argumentent donc en faveur d'un
role de elF4E et elF4G sous forme de complexe etfdis le cycle infectieux des potyvirus.

1.3.4.3. Utilisation sélective des membres de lmiide elF4E par les

potyvirus

Les facteurs elF4E et elF4G ne semblent pas étiges par les différents potyvirus

de facon stochastique. lls recrutent de facon ipéeiles isoformes elF4E : TuMV, LMV et
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PPV semblent utiliser elF(iso)4E tandis que le C¥itilise elF4E1 cheA. thaliana Le fait
que les mutantat-elF(iso)4Esoient résistants aux TEV, TuMV, LMV et PPV suggfue

les autres protéines elF4E, toujours fonctionnglles sont pas capables de remplacer
elF(iso)4E dans le cycle infectieux de ces virugied versapour le CIYVV chez les mutants
At-elF4E1 En revanche, le PVMV semble capable d'utilisesiglurs facteurs elF4E chez un
méme hodte puisqu'on observe de la résistance unintelorsqu'il y a combinaison de
mutations a la fois dans elF4pv(2) et dans elF(iso)4Epyr6) (Ruffel et al., 2006). Le
TuMV semble lui capable d'utiliser plusieurs forma&(iso)4G puisque seuls les doubles

mutants elF(is0)4G1 x elF(is0)4G2 chezthalianasont résistants a ce virus.

Trés peu de choses sont connues sur lI'implicaisformes elF4E2, elF4E3 et nCBP
dans la résistance aux potyvirus car ces factenstses rarement pris en compte dans les
études. Les simples mutants ont été récemment wbteh sont en cours d'analyse au
laboratoire (collaboration K. Browning). De plugnjais un géne récessif de résistance aux

potyvirus n'a été montré comme correspondant adkuces 3 facteurs.

1.3.4.4. La VPg des potyvirus est le déterminantvitellence vis-a-vis des

résistances contrélées par elF4E

Plusieurs travaux ont montré que des mutations adsmaine central de la protéine
virale VPg sont responsables du contournement elessgrécessifs de résistance, qui codent
pour la plupart pour des protéines elF4E (Borgstamah Johansen, 2001; Mouwey al.,2004;
Nicolaset al.,1997; Rajamaki and Valkolen, 2002). Les substingide 5 acides aminés dans
la partie centrale de la VPg du PVY sont resporsadu contournement de la résistance
controlée par les allélgs/r2 et pvrZ chezC. annuunet la substitution d'un seul acide aminé
dans cette méme région suffit au contournementeshe gécessif de résistangetl chez la
tomateL. esculentun{Moury et al., 2004) (Figure 1.9). Des substitutions dans la VBgts
eégalement responsables des contournements dasméss contrélées pabmlchez le pois
Pisum sativum(Borgstrom and Johansen, 2001)vet chez le tabad\icotiana tabacum
(Nicolaset al.,1997) (Figure 1.9).

Le contournement des résistances récessiaaies mutations dans la zone centrale de

la VPg ne concerne pas que les potyvirus; en effet, seule mutation dans la VPg Rice
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Yellow Mosaic VirugRYMV, genreSobemovirusentraine le contournement du géne récessif
rymv-1 correspondant au gene elF(is0)4G chez le riz (&tdlat al., 2006). De la méme
facon, le déterminant du contournement des geressds de résistanggm4 et rym5 de
l'orge par le Barley yellow mosaic virus(BaYMV, genre Bymoviru3 se situe
vraisemblablement dans la zone centrale de la (Rgnyukaet al., 2004; Kuhneet al.,
2003).

L'étude de la variabilité de la séquence VPg du RAfu PVA Potato virus A
montre que les acides aminés impliquées dans lwoement des résistances sont sous
pression de sélection positive : le ratio substihg non-synonymes/substitutions synonymes
w est égal a 2,84 pour la VPg du PVA et 1,88 poulay du PVY. Les substitutions en
acides aminés pourraient induire des changementsldaconformation tridimensionnelle de
la VPg. Ces changements seraient responsablemféetion ou non des plantes possédant
différents allelespvr2/potl en modifiant les interactions physiques avec uaeplosieurs
protéines de I'hdte et/ou du virus (Mowtyal.,2004).

D'autres protéines que la VPg sont impliquées tlaeentournement des résistances
meédiées par elF4E. En effet, la région 3'NTR du MNSt impliquée dans le contournement
du gene récessifsvelF4E chez le melon (Diaet al.,2004) ; les protéines CI-6K2 du LMV
sont impliquées dans le contournemenimig-elF4E chez la laitue (Redondst al.,2001) et,
finalement, les protéines P3-6K1 #ea seed-borne mosaic virBSbMV) dans celui de

sbm2chez le pois (Johansenhal.,2001).

|.4. Interactions potyvirus-Solanacées et potyvirud\.thaliana

1.4.1. Les potyvirus

Le genrePotyvirusreprésente un quart des virus de plantes et igclefgues uns des
virus les plus communs et ravageurs de nombreuaertep cultivées a travers le monde, dont
le virus Y de la pomme de terRotato virus Y(PVY) (Shuklaet al.,1994) ou lePlum pox
virus (PPV) responsable de la sharka chePlesus Les potyvirus appartiennent a la famille

desPotyviridae du super-groupe des virus "Picorna-like", ou fetmouve de®icornaviridae
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animaux. La famille dePotyviridaeregroupe également des virus de plante apparteoant
genresComoviruset Nepovirus(Riechmanret al., 1992). Les especes végétales cibles des
potyvirus sont nombreuses : les Solanacées, fasoleprenant les especes piment, tomate,
pomme de terre, tabac, aubergine, d'autres esptaraicheres comme le haricot, le pois, la
laitue ou le melon, des espéces fruitieres du gPnmeus mais aussi de grandes cultures
comme la betterave, le soja et certaines céréglgsré 1.10). Cette large gamme d'hétes
associée aux dégats causés par ces virus justiismecherches visant a comprendre les

bases moléculaires des interactions plantes-paoisvir

La symptomatologie et les dégats causés par lgsipat sont variables en fonction
des espéces hotes. Les symptomes causes paryesysosur le piment sont des anomalies
de coloration des feuilles, se traduisant par desbrares plus ou moins marquées, des
jaunissements le long des nervures ou entre ceasédes. Des nécroses se manifestent
parfois, en partant de la nervure principale etfes nervures secondaires, pouvant conduire a
la nécrose de toute la plante. Les plantes attesdat souvent de taille réduite et présentent
des feuilles plus petites, crispées et enroulélesz Ga tomate, les potyvirus sont responsables
de mosaiques ou de filiformisme mais n'‘ont pasaséquence majeure sur les récoltes. Le
PVY et le TEV sont des composants majeurs destinofecmixtes avec d'autres genres viraux
comme leCucumber mosaic viru€CMV, genreCucumoviru} ou le Tobbaco mosaic virus
(TMV, genreTobamoviruy (Nelsonet al.,1982; Morel, 2000).

La transmission des potyvirus se fait par l'intetiaiée des pucerons, et en particulier
Myzus persicaeselon le mode non persistant (Racealal., 1985). Le cycle des potyvirus
débute par la pénétratiowia une blessure provoquée par le stylet des pucedimse ou
plusieurs particules virales dans une cellule épiitpue de I'hdte. L'ARN viral est ensuite
décapsidé pour étre traduit et répliqué dans leptgsme des cellules de I'hote (Astral.,
2001). Le matériel viral migre ensuite de cellulecdlule par les plasmodesmes. Ce
mouvement de cellule a cellule permet aux viruattbe dans les tissus vasculaires : a partir
du mésophylle, le virus infecte le parenchyme @&culaire, le parenchyme phloémien, les
cellules compagnes et enfin les tubes criblés. ibgsvmigre vers les autres feuillegm un
transport passif phloéeme-dépendant. Cette migraiidangue distance entraine l'infection
systémique a l'origine de l'apparition des symp&nhéencapsidation des nouveaux acides
nucléiques viraux conduit a la formation de nouweairions préts pour la vection vers

d'autres plantes (Carringtet al.,1996).
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Les potyvirus sont des virus a ARN simple brin ddéapté positive. Leur génome,
d'environ 10Kb, est encapsidé. L'unigue ORF code pae polyprotéine qui sera clivée par
des protéases virales en 10 protéines fonctiomdllARN est polyadénylé a I'extrémité 3' et
I'extrémité 5' est liée de facon covalente a la Ry kDa). L'organisation génomique, les
processus de maturation des potyvirus et les fometiattribuées a chaque protéine sont
décrites sur la figure .11 (Urcuqui-Inchiretal.,2001).

1.4.2. Les potyvirus des Solanacées

Neuf potyvirus majeurs (PVY, TEV, PVA, PVVRotato virus V-,PVMV, PepMoV,
CVMV - Chili veinal mottle virus, TVMV - Tobacco vein mottling viruset PTV -Peru
tomato virus -) infectent les Solanacées, principalement la mpemde terre Solanum
tuberosun)y, le piment Capsicumspp.), la tomatelLf/copersicorspp.), et le tabad\fcotiana
tabacum (Morel, 2000). L'aubergineSplanum melongehast également un héte potentiel

pour certains potyvirus.

Le PVY est le potyvirus majeur des cultures de pitnde pomme de terre et a un
moindre niveau des cultures de tomate. Les soudbeBVY isolées sur piment ont été
classées en pathoypes (entités de sous-espécéss @ sont contrblées par une série
allélique de résistance spécifique de I'h6te) &mpé€d), (0,1) et (0,1,2) en fonction de leur
comportement vis-a-vis de génotypes de pimentsaipbles alléles de sensibilipér2" et de
résistancepvr2' et pvr?’. Les souches qui affectent seulement les génotipe=C. annuum
dépourvus d'alléles de résistanper?’) sont du pathotype 0. Les souches de pathotyfig (O,
infectent les plantes possédant l'aligle2 et le pathotype (0,1,2) est attribué aux souches g
surmontent les alléles de résistapue2" etpvr?’ (Gébré Sélassigt al., 1985). La plupart des
isolats de PVY collectés dans les champs de pieggpdrtiennent aux pathotypes (0) ou (0,1)
(Palloix et al.,, 1994). Les isolats collectés en France, en Itatiee® Espagne sont
majoritairement de pathotype (0) (Arteaga and Q@rtd®86). Au Sud de la Méditerranée, en
Turquie et dans les régions chaudes du contineétieam, les souches de PVY de pathotype
(0,1) sont plus frequentes (Pallakal.,1994). La présence ponctuelle d'isolats de patleotyp
(0,1,2) a été rapportée au Brésil (Boitatxal.,1996). Cette classification, qui ne repose que
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sur quelques différences au niveau génomique (Meuni.,2004) ne reflete cependant pas
I'histoire évolutive et les relations de filiatientre souches.

Le TEV est un pathogéne important pour les cultdeepiment, de tomate et de tabac,
principalement en Amérique du Nord, en Amériquet@édm et dans les Caraibes (Ariyaratne
et al.,1996). Le PVMV a été décrit seulement dans quelgags de I'Afriqgue de I'Ouest et
infecte principalement le piment, la tomate, leatalet I'aubergine (Mourgt al., 2006). Le
PVA et le PVV constituent des potyvirus dimportanmajeure mais exclusivement sur
pomme de terre. Le PVA est trouvé dans toutes degesz de culture de la pomme de terre
tandis que le PVV n'est présent qu'a I'Est de dpeiret au Pérou. Le PepMoV et le CVMV
ont également une gamme d'hotes restreinte pussqutfectent que les cultures de piment.
Le PepMoV est présent principalement en Amériqu&udd et Centrale, ou on le retrouve en
infections mixtes avec le PVY et le TEV (Nelseinal.,1982). Le CVMV est présent en Asie
du Sud-Est, constituant le principal potyvirus paggne du piment en Thailande
(Chiemsombaget al.,1998). Le TVMV n'a été décrit que dans les pay$Sdd-Est des Etats-
Unis, par des producteurs de talwac Burley. Le PTV n'a été décrit qu'au Pérou sur des

cultures de tomate et de piment (Fribourg, 1979).

1.4.3. Genes récessifs de résistance aux potyvirtisez les Solanacées

Plusieurs facteurs récessifs de résistance, geag=ura et QTL (Quantitative Trait
Loci), ont été identifiés et certains localisés leugénome du piment (Figure 1.12). Le locus
majeur pvr2, correspondant au gemd¢F4E1 de C. annuumsitué sur le chromosome 4, est
impliqué dans la résistance au PVY et au TEV. Tatlesdes ont été initialement identifiés au
locus pvr2 : pvr2" issu de Yolo Wonder (sensiblg)yr2' issu des génotypes YoloY et
YoloRP10 et pvrZ de Florida VR2 qui confére la résistance au PVYaex souches
communes de TEV (Kyle and Palloix, 1997). Cl@zchinensgle génepvrl confére la
résistance aux souches communes de TEV, aux ppd®(Q) et (0,1) du PVY et au PepMoV
(Kyle and Palloix, 1997). Des expériences récentgsmontré que ce gene est un allele de
pvr2 (Kanget al., 2005b; Ruffelet al.,2004). Le locupvr6 localisé sur le chromosome 3 et
issu de la lignée indienn@. annuumPerennial, correspond au geel&(iso)4E Les alléles
pvré et pvr2® sont nécessaires pour contrdler une résistanaketatun autre potyvirus, le
PVMV. De facon intéressantpyr?’ et pvré seuls n'ont aucun effet sur ce virus (Caratta
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al., 1996). Finalement, le locusvr3, mis en évidence chez la lign€: annuumAvelar,
contrble une résistance totale a la migration &guendistance dwPepper mottle virus
(PepMoV) (Guerini and Murphy, 1999); sa positiom kucarte génétique du piment reste a
déterminer. En plus de ces genes majeurs, plusiglitsde résistance aux potyvirus ont été

cartographiés sur le génome du piment (Caranéh,1997; Caranta and Palloix, 1996).

Chez la tomate, la résistance a de nombreux iso&aRVY et TEV est contrélée par
le gene récesspotl, identifié chez I'espéce sauvdgehirstum potl code, comm@vr2, pour
une protéine elF4E1 (Ruffet al.,2005). De précédents travaux présageaient de gkatés
il avait été montré que le gémmtl se situait dans une région du génome de la tomate
colinéaire a celle ou se trouya/r2 chez le piment. Il s'agissait d'un des rares @s d
conservation de position de carte pour des gene®sistance présentant des phénotypes

identiques (Parrellat al.,2002).

Chez l'aubergine, une quasi-absence de sensiailképotyvirus a été identifiee. On
parle dans ce cas de résistance non-héte, c'eést-#bque la plupart des génotypes d'une
espéce végétale donnée est résistante a la ptigsmdouches d'un pathogéne donné. Le gene
récessif de résistanqevl confere une résistance totale a plusieurs soudbeBVY chez
l'accession MM738 de l'espéce cultivdelanum melongen@eulvot, 2002). Ce gene n'est
pas localisé dans la région génomique colinéauella de la tomate et du piment ou ont été
cartographiés les genpstletpvr2 et les analyses de séquences ont permis d'exeludée
du géneelF4E1de l'aubergine dans la résistance contrélé@tarRuffel, 2004).

Le gene récessifa controle la résistance au TVMV, au PVY et au TH¥Zz le tabac.
De plus, une résistance au mouvement a longuendestde la souche TEV-HAT serait sous le
contrdle de 2 génes récessifs indépendants Nhéabacum(Schaad and Carrington, 1996).
Chez la pomme de terre, la résistance au PVA géhitjue :(i) le gene Nag confere une
résistance de type HR (Hypersensitive responsegsetiocalisé dans la méme région
génomique que le locus Ry de résistance au PVYii) le gene récessifa contréle un
blocage du transport vasculaire du PVA (sa loctiisasur le génome de la pomme de terre
n'a pas encore été déterminée) (Hamala@tead., 2000). A ce jour, la structure moléculaire

de ces genes de résistance chez le tabac et lagpdmterre n'a pas été identifiée.
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1.4.4. Le coupleA. thaliana-potyvirus : un pathosysteme de laboratoire

L’espéceA. thalianaa été adoptée par la communauté scientifique r@ngtaespece
modeéle pour les études de génétique. La séquenoplée du génome de l'accession
Columbia a été publiée en 2000 (Arabidopsis Genimitiative, 2000). A ce jourA. thaliana
est la seule dicotylédone pour laquelle on cortoaies les séquences des genes codant pour

des protéines de liaison a la coiffe, grace auesdgpge complet de son génome.

Les outils disponibles pour étudier les geeBsiE chezA. thalianasont nombreux et
facilement accessibleqi) données de seéquences disponibles sur le TAIR AFakidopsis
Information Resource - http://www.arabidopsis.orly/ (i) banques de mutants
(http://signal.salk.eduF http://www-ijpb.versailles.inra.fr/fr/sgap/equipesy/collections/index.htip
(iii) structuration des populations en « collection rceeau « core collection » constituée
d'un sous-échantillon d'individus représentant aeur la diversité totale de I'espece.
Appliquée aA. thaliang cette stratégie a permis de définir un lot ddigidees homozygotes
fixées (accessions) utilisé comme échantillon dére@ce pour étudier la diversité naturelle
de l'espéce (Projet AraCore-INRA; (McKhaenh al., 2004) (Figure 1.13). Ces lignées sont
maintenues et multipliées par I'INRA de Versailles distribuées a la communauté

internationale.

Des efforts importants de description de la ditéraaturelle basés sur I'analyse des
séquences de genes ont été entrepris sur cetteeeguduellement, dans le cadre du projet
"Arabidopsis program 2010" de la National Sciencmdation (NSF), les laboratoires de
Nordborg, Kreitman et Bergelson (Université de @aeodu Sud, Los Angeles, USA;
Université de Washington, St Louis, USA; Universig@Chicago, Chicago, USA) séguencent
1500 courts fragments de génes sur un échantillor®@ individus issus de populations
d'origines géographiques distinctes (Europe, Asamt@le, Amérique du Nord) afin de
déterminer le polymorphisme global du génome die @dpécehftp://walnut.usc.edu/20).0
Au préalable, 876 fragments de génes chez ces mé&feaccessions et 334 régions
distribuées de facon aléatoire sur le génome clReactessions A: thaliana avaient été
séquencés (Nordborgt al, 2005; Schmid et al., 2005). Ces études sur lgnpaiphisme
global du génome de l'espece végétale modéle nmbntpee, bien gi. thaliana soit
autogame, le profil de polymorphisme observé cale@mvec ce qui est attendu pour les
especes allogames sauvages. Les distributionsdieTajima et les statistiques F et D de Fu
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and Li s'écartent des distributions théoriquesndties dans le cas du modéle neutre de
Kimura, a cause d'un excés d'alléles rares (valedgatives). Les distributions des valeurs H
de Fay and Wu théoriques et observées sont équigalesuggérant que les processus
démographiques et non la sélection a plusieurssieomt responsables de la déviation par

rapport au modéle neutre standard.

Le TuMYV est le seul potyvirus inféodé a la familes Brassicacées dont fait pakie
thaliana D'autres potyvirus inféodés a d'autres famillégétales sont pourtant capables
d'infecter la plante modéle en conditions de latmira 1l s'agit du CIYVV, du TEV, du PPV,
du LMV et du WMV Watermelon mosaic virlis Plusieurs études ont conduit a
I'identification de genes récessifs de résistanceotyvirus chez différentes accessiors. d'
thaliana mais jusqu'a présent aucun ne code pour une peotiti complexe d'initiation de la
traduction. Deux génes récessifs de résistancest@nidentifiés chez l'accession CvAd'
thaliana : le géne récessiiml de résistance a plusieurs souches de LMV (Reves.,
2003) et le gene récesspvl, impliqué dans la restriction du mouvement a lendistance
d'un isolat de PPV (Decrooa al., 2006). Des études de cartographie localisent easgy
dans des régions génomiques différentes de celfe aiouvent les genes elF4E. De plus, les
comparaisons de séquences des gehetE révélent une compléte identité entre les alléles

elF4E de plantes sensibles et de plantes résistantes.

|.5. Objectif de la thése

Les recherches menées dans I'équipe de l'unité éfétiGue et Amélioration des
Fruits et Légumes de I'INRA d'Avignon ou j'ai efie€ ce travail de thése visent a mieux
comprendre le fonctionnement des génes de résestiex plantes et les interactions plantes-
pathogenes, connaissances indispensables pour rolgigir les genes de résistance a
introduire dans les programmes d'innovation vadeétdans un contexte d'une agriculture
durable et respectueuse de I'environnement, edbd¥dr de nouvelles stratégies de lutte
contre les agents pathogenes. L'équipe s'intéressparticulier a la caractérisation des
facteurs de la plante hote nécessaires au cyaetiafix des virus a ARN, dont les virus du
genrePotyvirus Les études portent principalement sur les plamasaichéres, telles que les

Solanacées, pour lesquelles nous disposons d'iampest données phénotypiques relatives
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aux bases génétiques de la résistance aux virugaiDdes données acquises montrant la
conservation des mécanismes d'interaction avednes au sein du regne végétal, des études
sont également conduites sur lI'espéce modesbidopsis thaliana espéce hote pour la
plupart des virus des plantes maraichéres. Monpéaqaiété la premiére a cloner un gene
récessif de résistance aux virus a ARN chez lestgda: le géngvr2 chez le piment code
pour un facteur d'initiation de la traduction elF4E des mutations dans ce gene sont

responsables de la résistance a 2 potyvirus (Retffel,2002).

Au niveau international, les travaux sur les gedascomplexe d'initiation de la
traduction et leurs roles dans les interactionsitpkvirus portent principalement sur des
aspects fonctionnels, notammend la caractérisation de mutant#\dthaliana Au début de
ma these, il n'existait pas de projet visant aatarser et a comparer la variabilité naturelle
des geneslF4E dans différents complexes d'espéces, et a mettrelaion cette variabilité

avec la résistance aux virus a ARN.

Dans ce contexte, ce projet de these a été indigr plécrire puis comparer le
polymorphisme de séquence des genes récetBig de résistance aux virus chez les plantes
et mettre en relation ce polymorphisme avec latfonade la protéine elF4E, et notamment
son role générique dans les interactions plantes-viLe polymorphisme a été analysé a 2
niveaux :

(i) celui du gene pour déterminer, chez des espéégetales présentant des
différences d'interactions avec les virus, quediest les pressions de sélection qui s'exercent
sur les géneslF4E, en relation avec leur double fonction (dans lexg@ssus cellulaires et
dans l'interaction plante-virus a ARN)

(i) celui de la protéine, afin de déterminer I'impdes mutations identifiées dans les
alleles codant pour les protéines de résistanciesunteractions entre elF4E et VPg et sur la
capacité de traduction des ARNm.

La stratégie employée repose sur l'associationalyses fonctionnelles et d'études
d'évolution moléculaire des genel-4E chez 2 Solanacées (piment et tomate) infectées par
les potyvirus et chez lesquelles des géenes réseadsifésistance correspondant aux facteurs
elFAE avaient été identifies et chez l'espece neoflelthaliang seule espece ou tous les
geneselF4E sont connusin fing, I'objectif est de mieux comprendre le "paradotkelE" : ce

géne est essentiel pour la plante car il intervitamts de nombreux processus cellulaires liés
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au meétabolisme des ARNm; il ne doit donc pas actermde mutations pour maintenir
l'intégrité fonctionnelle de la protéine. Et poumtteace géne est impliqué dans la résistance aux
phytovirusvia des substitutions en acides aminés, ce qui impligyparition de nouveaux

alleles par mutations.

La suite du manuscrit s'articule autour de 4 chepit dans les chapitres 2, 3, et 4,
nous aborderons respectivement les résultats auanteta caractérisation fonctionnelle de
I'impact du polymorphisme de séquence des gelietE chez le piment sur l'interaction avec
les potyvirus et sur les fonctions cellulairesnéityse comparée du polymorphisme des genes
elF4E chez 2 Solanacées (piment et tomatéy.ahalianaafin de déterminer si des pressions
de sélection s'exercent sur les gesl€=lE de différentes familles végétales et finalemeng u
étude moléculaire préliminaire du réle fonctionmiels paralogueslF4E Une discussion
générale portant sur I'ensemble de mes résultés eerspectives de ce travail constituent le

cinquiéme chapitre.
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Chapitre Il

I mpact du polymorphisme des geneslF4E
sur l'interaction Capsicum annuum

PVY et TEV



Des substitutions en acides aminés dans la pro&iréELl, codée par les alléles
récessifpvr2' etpvrZ chezC. annuumsont responsables de la résistance a des VRN
du genrePotyvirus tels que le PVY ou le TEV. Ces substitutions socalisées dans 2
régions a la surface de la protéine elF4E1 (nomméggens | et 1), a proximité de la poche
de fixation a la coiffe des ARNm (Robaglia and @#aa 2006). Ces résistances récessives
controlées par elF4E1 peuvent par ailleurs étréocwnées par des mutations dans la protéine
VPg des potyvirus.

Plusieurs études ont mis en évidence une interaatiovitro et in vivo entre les
protéines elF4E et VPg de différents pathosyster@este interaction est nécessaire pour
I'infection virale et a un effet positif sur la t@&ation du virus. Par ailleurs, des travaux
récents conduits avec les protéines codées pdel2satle résistance au locoer2 (pvrl et
pvr2’) montrent que les substitutions en acides amihékisaent l'interaction avec la VPg du
TEV (Yeamet al.,2007).

Ce chapitre, divisé en 3 parties, présente uneeétigdl'impact du polymorphisme des
géeneselF4E sur l'interactionC. annuum PVY et TEV. Une premiére partie, présentée sous
forme d'article soumis @he Plant Journala pour objectifyvia des études de diversité du
geneelF4E1-pvr2couplées a des analyses fonctionneligstudier I'impact des substitutions
en acides aminés dans la protéine elF4E1l sur leopye de résistance/sensibilité aux
potyvirus, sur linteraction physique avec les @ires VPg de souches avirulentes et
virulentes de PVY et de TEV, et sur la capacité gestéines elF4E1 a conserver leur
fonction cellulaire chez la levure. La seconde ipanise a déterminer l'impact des
combinaisons de substitutions en acides aminés #arégions distinctes de la protéine
elF4EL sur la résistance a large spectre. Erditrpisieme partie a pour objectif d'étudier le
réle des autres protéines elF4&, elF4E2 et elF(iso)4E, notamment dans le contouemém
des résistances controlées par elF4E1-pvr2.

49



[1.1. - Article 1 - Natural variation and functional analyses provide evidence

for coevolution between plant elF4E and potyviral \Pg

Carine Charron, Maryse Nicolai, Jean-Luc Galloifyri€fophe Robaglia, Benoit Moury,
Alain Palloix and Carole Carant@he Plant Journalsoumis le 10 octobre 2007 et accepté

avec corrections mineures le 12 novembre 2007.

Cet article décrit le polymorphisme observé au $aair4E1-pvr2chez 25 accessions
de C. annuumreprésentatives de la diversité de cette espéce. vBiiants alléliques
comprenant différentes combinaisons de mutations @@ identifiés. De facon trés
intéressante, toutes les substitutions nucléotediqdentifiées entrainent des changements en
acides aminés dans la protéine elF4E1. Ces analgsekent donc une importante diversité
au locuselF4E1-pvr2associée a un exces de substitutions non-synonynikéguant que ce
géne est sous sélection diversifiante. A particde données, la seconde partie de l'article
porte sur la caractérisation fonctionnelle de latipde ces différentes substitutions en acides
aminés sufi) le phénotype de résistance aux PVY et TEY,l'interaction physique avec la
protéine VPg de souches avirulentes et virulenéeB\Y et TEV ef(iii) la capacité a assurer
la fonction de traduction des ARNm chez la levilres tests phénotypiques de résistance et
les analyses de complémentation génétique mordren® des 10 variants alléliquesi2' a
pvr2’) correspondent & des alléles de résistance ayxipst Tous ces alléles contrdlent la
résistance au PVY et seul le logmer?® identifié chez les accessions Florida VR2 et Chay
Angolano confére une résistance a la souche commbihNeHAT. Chaque protéine elF4E
codée par les 9 variants alléliques porte diff@emombinaisons de substitutions en acides
aminés, principalement localisées au niveau de®ngd et Il a la surface de la protéine
elF4E1, précédemment montrées comme étant impkgdars la résistance aux potyvirus.
Par la méthode de double hybride dans la levungs agons pu montrer que ces substitutions
en acides aminés abolissent l'interaction ave@tetines VPg des souches avirulentes de
PVY et TEV alors que cette interaction est rétalalvec les VPg des souches virulentes.
Enfin, les expérienceis vivo de complémentation fonctionnelle dans une souehkevlre
délétée de son gemdF4E ont permis de vérifier que les mutations dangpteséines elF4E1
de résistance n’affectaient pas la fonction cellelde elF4E1 (dont la fonction de traduction

des ARNm). Ces résultats suggerent donc que laéipmtelF4E1 peut accumuler des

50



mutations qui affectent la fixation de la VPg dedypirus sans imposer un colt de fitness
significatif puisque sans incidence sur les fontiode elF4E1 dans la traduction des ARNm

et/ou dans le cycle et la croissance cellulaire.

Les résultats de ce travail argumentent donc eeufad'une coévolution de type
course aux armements entre le facteur elF4ET.dmnuunet la VPg des potyvirus. Comme
dans le cas des résistances médiéeParhez la tomate dt chez le lin contrd. syringae
et M. lini respectivement (Dodad al.,2006; Roseet al.,2007), l'interaction directe entre les
protéines d'avirulence et de résistance se traduite maintien d'un grand nombre de variants

alléliques par le biais d'une sélection diverstian
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Summary

Amino acid substitutions in the eukaryotic transkatinitiation factor 4E (elF4E) result in
recessive resistance to potyviruses in a rangelaft species, includin@apsicumspp.
Correspondingly, amino acid changes in the cem@al of the viral genome-linked protein
(VPg) are responsible for the potyvirus’s abilitydvercome elF4AE-mediated resistance. A
key observation was that the physical interactietwken elF4E and the VPg is required for
viral infection while elF4E mutations causativeresistance prevent VPg binding and inhibit
the viral cycle. In this study, polymorphism an&ysf thepvr2-elF4Ecoding sequence in a
worldwide sample of twenty fiv€. annuumaccessions identified ten allelic variants with
exclusively non-synonymous variations clusteredwo surface loops of elF4E. Resistance
and genetic complementation assays demonstratédo¥h2 variants, each with signature
amino acid changes, corresponded to potyvirusteesis alleles. Systematic analysis of the
interactions between elF4E proteins encoded byahpvr2 alleles and VPgs of virulent and
avirulent Potato virus Y(PVY) and Tobacco etch virugTEV) strains demonstrated that
resistance phenotypes arose from the disruptiaimefinteraction between elF4E and VPg,
and that viral adaptation to elF4E-mediated rescaesulted from the restored interaction
with the resistance protein. Complementation ofedif4dE knock-out yeast strain by.
annuumelF4E proteins further shows that amino acid ckardid not impede essential elF4E
functions. Altogether, these results argue in favgua coevolutionary arms race between

CapsicumelF4E and potyviral VPg.

Introduction

In recent years, several studies have implicatecettkaryotic translation initiation factors in
resistance against specific RNA viruses in both @cots and dicots, leading to the definition
of a new class of natural virus resistance genesu(®kt al., 2007; Robaglia and Caranta,
2006). They differ from the major class of diseassistance genes encoding nucleotide
binding site-leucine rich repeat proteins (R genbg)their recessive inheritance, a feature
related to the obligate parasite nature of viruBexause the small genome of plant viruses
encodes generally less than a dozen proteins,itakinfectious cycle largely relies on the

use of cellular factors, making the completionta# viral cycle a complex interplay between
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virus-encoded and host-encoded factors. Therefloeeabsence or the inadequacy of a single
host factor leads to full or partial resistancevitmses, and these non-functional versions of
host factors result in recessive inheritance.

Although many host factors are required for planisinfection (Kushneet al., 2003),
molecular cloning of recessive resistance genestifeel in the natural diversity of crops
ranging from pepper, lettuce, pea, melon, barled rége has so far only revealed a group of
proteins linked to the translation machinery : ¢agaryotic initiation factor 4E (elF4E) and to
a lesser extent, the eukaryotic initiation factGr @IF4G). elF4E recognizes and binds to the
5 cap structure of mRNA (AGpppN) and also to elF4G to form the elF4F complex.
Additional translation initiation factors and th@8Sl} ribosomal subunit are then recruited to
initiate MRNA translation (Browning, 2004). In ptanseveral genes encode for two protein
subfamilies, elF4E and elF(iso)4E, having both aming and isoform-specific biological
roles (Combeet al.,2005; Gallie and Browning, 2001; Rodrigustzal.,1998).

The majority of recessive resistances controlledetB4E functions against potyvirus
infection, although elF4E has also been implicateaatural resistance to a bymovirus (genus
related toPotyvirug and a carmovirus (Nietet al., 2006; Steinet al., 2005). The genus
Potyvirusis the largest among plant viruses and includesntbst common and destructive
viruses for a number of crops worldwide. The pagvRNA is polyadenylated at its 3’ end
and is covalently linked to a 25 kD virus-encodedt@n named VPg, replacing the cap
structure of mMRNAs at the 5’'end (Riechmaanal., 1992). VPg is cleaved from the Nla
protein, composed of N-terminal VPg and C-termipaitease domains, and plays central
roles in replicative and proteolytic functions (Revet al., 1999). A key observation is the
ability of the VPg (or the Nla precursor) to binliF4E isoforms in yeast two-hybrid aral
vitro binding assays (Leonardt al., 2000; Leonardet al., 2004; Schaacet al., 2000;
Wittmannet al.,1997).

elFAE-mediated recessive resistances against pasgd all result from a small number
of amino acid changes, most of which being non-eorsive (Gacet al., 2004; Kanget al.,
2005a; Nicaiseet al., 2003; Ruffelet al., 2002; Ruffelet al., 2005). Structural models
predicted that these mutations are on the surfaedFdE and clustered in two neighbouring
regions, one near the cap-binding pocket (hereatiered region I), and another rotated 90°
from the cap-binding pocket (named region Il) (Miowgp et al.,2007; Robaglia and Caranta,
2006). Recent analysis of the expression levelle#le MRNAs and proteins from various
pepper genotypes confirmed that phenotypic diffeesrin potyviral infection are determined

by the amino acid changes themselves rather thathgy components regulating expression
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or accumulation of elF4E (Yeamt al., 2007). A further common feature linking elF4E-
mediated resistance to potyviruses is that VPg id@stified as the virulence determinant.
Amino acid mutations in the central part of thetpno are responsible for the virus’s ability to
overcome recessive resistances controlled by el&dé cause a compatible interaction
(Moury et al., 2004). The exact mechanism by which elF4E mutaticontrol resistance
remains to be elucidated, but recent protein-pnotatieraction studies carried out with yeast
two-hybrid, GST pull-down and bimolecular fluoresce complementation (BiFC) assays
argue in favour of disruption or impairing of theedt interaction between elF4E and VPg
proteins. Therefore, a physical interaction betwel#E and viral VPg is necessary for viral
infection and amino acid substitutions induce alefunction with respect to VPg binding
(Kanget al.,2005a).

Host-pathogen interactions are an important forcapsg organism diversity and,
according to the extreme intimacy between plant @ings life cycles, co-evolution with
complex and dynamic selection pressures on thesgamelved in the interaction is probable.
In this respect, the interaction betwe@apsicumspp. and potyviruses provides an excellent
system for functional and evolutionary studies dF4&-mediated resistance because
potyvirus infection is one of the major constraitdspepper cultivation worldwide and both
the resistance protein and the viral ligand (aemak protein) have been characterized at the
molecular level. Among the five potyviruses repdrte infect pepper$?otato virus Y(PVY)
is widespread throughout most of the cultivatedamghileTobacco etch viru¢TEV) occurs
mainly in North and Central America and in the Gbean (Green and Kim, 1991). Facing
this pathogen diversity, resistance appears to bgual outcome of the interaction between
Capsicumand potyviruses. Approximately 40% @fapsicumaccessions are resistant to
common strains of PVY and a number of recessivetyefactors have been described and
confer different spectra and levels of resistargarest potyviruses (Kyle and Palloix, 1997;
Palloix et al.,pers. com.). Among these, ther2 gene has been successfully used for decades
in crop breeding programs as an effective and stablirce of resistance (Greenleaf, 1986).
pvr2 was demonstrated to encode foredR4E gene, and up to now, two resistance alleles,
pvr2' andpvr??, were identified irC. annuumand one, nameplvrl, in C. chinens€Kang et
al., 2005a; Ruffelet al., 2004; Ruffelet al., 2002). Interestingly, these alleles differ notyonl
by signature amino acid substitutions localizedetgions | and 1l of elF4E but also by their
resistance spectrurpvr2! is only effective against common strains of P\¢.( pathotype
PVY-0) while pvr2? is effective against PVY-0 and -0,1 and also adatcommon strains of

TEV. Finally, thepvrl allele fromC. chinenseconfers broad-spectrum resistance to common
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strains of PVY, TEV andPepper mottle virugKyle and Palloix, 1997). These allelic variants
lead to a common mechanism of resistance, blockirad accumulation in inoculated leaves
(Deom and He, 1997; Ruffet al.,2002). From the virus side, amino acid substihgim the
central part of VPg were shown to determine thditglmf PVY to infect pepper genotypes
homozygous for thevr2! or pvrZ resistance alleles (Ayne al., 2006; Mouryet al., 2004).
Similarly, the avirulence determinant of TEV hasibadentified as the VPg (Kang al.,
2005a).

In this article, we examine the pattern of polymosm of thepvr2-elF4E coding
sequence among a set of twenty fiveannuumaccessions representing a worldwide sample
from diverse origins. Ten different allelic varianvere found among which all nucleotide
polymorphisms resulted in amino acid changes, madtistered in region | and Il of the
elFAE protein. We performed a systematic functi@rallysis of the impact of these distinct
combinations of amino acid substitutions op the resistance spectrum against PVY and
TEV, (ii) the physical interaction with the VPg of avirulesnd virulent PVY and TEV
strains, andiif) the ability to complement an elF4E-knockout yesishin. Our results show
that this extensive non-synonymous variation mdeslanteractions with potyviruses, and
also provide functional evidence for coevolutionvweenC. annuumelF4E and potyviral
VPg.

RESULTS

Sequence analysis givr2-elF4E identified an extensive non-synonymous variation

Coding sequence variability pvr2-elF4Ewas surveyed in twenty fiv€. annuunaccessions
representing a worldwide sample from diverse gqugcaregions (Figure 1). The sample
included YW, YY and F for which resistance phenetypgainst potyviruses and elF4E
cDNA sequences were previously determined and mesigppvr2’, pvr2t andpvr? alleles,
respectivelypvr2' andpvr2? encode for elF4E resistance proteins carryingaige amino
acid changes at positions 67, 79 and 109 (Reffal.,2002).

The sequenced coding regions span 687 bp fromtstatop codons and encode for a
predicted protein of 228 amino acids. The elF4ABmmpdequences are intact in all genotypes
with no indel polymorphism. Ten allelic variants iwadentified based on nine polymorphic
nucleotide sites localized in exon 1 (6 single aatle polymorphisms -SNPs- between
nucleotides 196 and 236), exon 2 (2 SNPs at pasit819 and 325) and exon 4 (1 SNP at
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position 614). Only two different nucleotides wegseesent at each polymorphic site. To
compare with the polymorphism in non-coding regj@exjuences of elF4E introns 2, 3 and 4
(representing 1347 bp) were compared between thetiviive genotypes. Interestingly, there
was a significantly higher proportion of polymorphsites in the coding regions in
comparison with non-coding regions (9 SNPs with37 ®pversusé SNPs within 1347 bp;
chi-square test of homogeneiff=4.65; P=0.03).

A major observation from this study was that all/Nead to amino acid changes in the
deduced elF4E proteins (Table 1). Ten accessiams fliverse geographic origins shared the
same nucleotide and amino acid sequences with Y&¥jqusly assigned to pvi2Each new
allelic variant was designatgar2 with a numerical superscript indicating the nevelal
following the chronological precedenpvf2?), according to the nomenclature proposed by
Kyle and Palloix (1997). This nomenclature will biged throughout the paper. In comparison
with pvr2", the nine other allelic variants presented frora tsmfour amino acid substitutions
and all nine shared substitutions at positions $6e6 the protein. Thepvr2® allele was
observed three timepyr2', pvr2> andpvr2® were present twice amqvr?®, pvr2, pvr2’, pvr?®
andpvr2’ were observed only once (Table 1).

In comparison with previous studies (Rufélal., 2002; Kanget al., 2005), this survey
identified 7 new allelic variants withi€. annuumand 6 new polymorphic sites at positions
66, 68, 73, 74, 107 and 205 of the elF4E proteoméNof the amino acid substitutions, except
D109N, targeted amino acids involved in‘GTP binding, amino acids important for
stabilizing the structure of the protein or amimada conserved in plants (boxed in red, black
and green, respectively Figure 2. Based on sequaigrenents, the D109N substitution from
pvr2t and pvr3 corresponds to amino acid D96 of the wheat elF4fichvis involved in
binding the cap-structure through the stabilizatafhamino acid R158 by a salt bridge
(Protein Data Bank accession 2IDR). According ® 3 model for plant elF4E (Monzingo
et al.,2007), all substitutions are localized at, or néa surface of the elF4E protein, where
mutations are tolerated and do not destabilizectine structure. Moreover, all except D109N
corresponded to non-conservative substitutionkenréspective proteins and to a change of a
hydrophobic amino acid into a hydrophilic one, hahe are predicted to have a major effect
on the overall folding of the protein (data notwhd. One important observation is that all
amino acid changes, except D205G, occurred wiggons | and Il on different facets of the
elFAE protein where residues were demonstratece tonmwlved in potyvirus or bymovirus
resistance (Robaglia and Caranta, 2006). Amino aaioistitutions P66T, V67E, A68E,
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A73D, A74D and L79R localized in region |, near tb&p-binding site, and substitutions
G107R and D109N in region Il, rotated 90° from tlap-binding pocket.

pvr2>- to pvr2®-elF4E corresponds to potyvirus resistance alleles

To test if amino acid changes identified in the red®4E allelic variants could be related to
potyvirus resistance, a systematic study to charaet infectivity of PVY and TEV strains
was conducted (Table 2). As expected, all plantenfithe genotype YW mechanically
inoculated with PVY-LYE84, PVY-SON41, TEV-HAT or NECAA10 presented obvious
typical mosaic symptoms in apical non-inoculatea/és at 7 days post-inoculation (dpi) and
exhibited high DAS-ELISA values at 30 dpi. The @enotypes belonging tpvr2 -elF4E
presented a phenotype similar to Y\W., susceptible to all virus strains. The other gepesy
were resistant to PVY-LYE84 with no systemic synmpsoand no virus detected by DAS-
ELISA at 30 dpi. Six genotypes belongingper?®, pvr®, pvr2’, pvr2® and pvr2® variants
were also resistant to PVY-SON41. For TEV, all astens were susceptible to TEV-CAA10
and only accessions F and Chay Angolano withpth&” allele were resistant to TEV-HAT
(Table 2).

Genetic complementation analyses were then condluctdetermine whether PVY and
TEV resistance was controlled pyr2 allele(s) or not. In a first step, the recessiature of
the resistance was checked by resistant X suséeptibsses and, in a second step, allelism
relationships were evaluated by resistant X resistaosses. In this case, if resistance is
controlled by distinct loci, then only susceptibléspring should be recovered in progeny;
on the contrary, if they are allelic, the $hould be uniformly resistant. Allelic relationghi
between PVY resistant genotypes (YY known to cahrg pvr2t resistance allele and
Perennial, HD-C69, P1322719, SC81, Marocl, Seridem Cruz, P1195301 and Chile de
Arbol) were evaluated by inoculation with PVY-LYE&hd allelic relationships between
TEV resistant genotypes (F carrying ther?” resistance allele and Chay Angolano) were
evaluated by inoculation with TEV-HAT. In each agsalants of the susceptible control YW
developed bright systemic mosaic symptoms charatiteof PVY or TEV on newly emerged
non-inoculated leaves and accumulated PVY and T&Eligh levels in both inoculated and
non-inoculated leaves.;hybrids between the PVY-LYE84 resistant genotypesefnial,
HD-CG69, PI1322719, SC81, Marocl, Serrano Vera Qriz95301 and Chile de Arbol and the
susceptible genotype YWp\r2') were all susceptible to PVY-LYE84 demonstratingjyf
recessive inheritance for resistance to PVY-LYEB#\re 3). i hybrids between the same

genotypes and the PVY-LYE84 resistant genotype ¥Yr#) were uniformly resistant to
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PVY-LYE84 showing that resistance is controlleddbgles ofpvr2 (Figure 3). Similarly, the

F, between YW and Chay Angolano was susceptible t&-HRAT indicating recessive

inheritance, and the ;Fbetween the TEV-HAT resistant genotypes fvr?’) and Chay

Angolano was resistant to TEV-HAT indicating thasistance of Chay Angolano is
controlled bypvr?.

Genetic analysis demonstrated that PVY and TEVstasces identified in genotypes
belonging to allelic variantpvr2-, pvr2*-, pvr?®-, pvr®®-, pvr2’-, pvr?- and pvr2®-elF4E
were controlled by alleles at tipgr2 locus. In addition to distinct combinations of amiacid
changes, these alleles differ by their resistapeetsum against PVY and TEV strains. All
alleles exceppvr2” control resistance to PVY-LYE84, belonging to mmiype 0. In contrast,
PVY-SON41 classified as pathotype 0,1,2 due taésacity to break down thevr2' and
pvrZ resistance alleles (Moumt al., 2004), infect plants homozygous fovr2® and pvr?*
but not those homozygous favr?®, pvr?®, pvr2’, pvr? and pvr?’. Concerning TEV
resistance, only thevr?* allele controls TEV-HAT in addition to PVY-LYE84This

resistance allele is overcome by the TEV-CAA1Qistra

Amino acid substitutions at pvr2-elF4E impair physical interactions with VPg of
avirulent PVY and TEV strains

With the dual objective to test the impact of th&tidct combinations of amino acid changes
identified in elF4E proteins on the interaction twihe viral VPg, and to get insights into
molecular mechanisms underlying viral adaptation et¢-4E-mediated resistance.e(,
resistance breaking), we performed a systemataysttithe physical interaction between the
ten elF4E proteins encoded by alleles atp® locus and the VPg of the two PVY and two
TEV strains. Recent studies demonstrated that sifaptation of PVY-SONA41 tpvr2' and
pvrZ resistance alleles results from five amino acidngfes in the central part of the VPg
cistron of PVY (Table 3; Mounet al., 2004). Similarly, VPg of the virulent strain TEV-
CAAZ10 differs from those of TEV-HAT by 13 amino dsisubstitutions, 4 of them occurring
in the 23-codon-long region in the central parthaf protein which is known to be involved in
resistance breaking (Table 3). Since previous tesstiowed that a physical interaction
between elF4E and VPg seems necessary for viedtioh and that elF4E resistance proteins
show altered function with respect to VPg bindikgriget al.,2005; Yeanet al.,2007), it is
tempting to speculate that viral adaptation to EHfdediated resistance results in a

restoration of the interaction with the resistapagtein.
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Expression of the tepvr2-elF4Ecoding sequences in yeast was checked by wedtdrn b
analysis and showed that all proteins were stakpressed at similar levels (Figure 4). In
three independent protein-protein interaction expents, each conducted in triplicate, the
fusion protein translated frompvr2® (from YW) interacted in yeast with VPg proteinsrfr
the two PVY and TEV strains. pVi2IF4E interactions with TEV VPg were stronger than
those with PVY VPg as yeast transformants compléeteroth adenine and histidine
auxotrophy (Figure 5A). On the contrary, the patt@f interaction of elF4E proteins
translated fronpvr2' to pvr?® alleles obviously differed depending on the VPgdugigure
5). elFAE encoded hyr2', pvr2® andpvr?® interacted with VPg of PVY-SON41, TEV-HAT
and TEV-CAALO but failed to interact with VPg froRVY-LYE84. elF4E encoded byr2
interacted with PVY-SON41 VPg and TEV-CAA10 VPg Imat with PVY-LYE84 VPg and
TEV-HAT VPg. Finally, elF4E proteins encoded byr2’, pvr?®, pvr2’, pvr?® and pvr2’
interacted with VPgs from the two TEV strains bot with VPgs of the two PVY strains.
Results of the interaction assays between pyv@rZ-, pvr2- and pvrZ-elF4E and VPg of
PVY-LYE84 and PVY-SON41, and between p¥eIF4E and VPg of TEV-HAT and TEV-
CAA10 are of special interest. These proteins @bmésistance to PVY-LYE84 and to TEV-
HAT for pvrZ, but are overcome by PVY-SON41 and TEV-CAAL10. lircases, the VPg of
avirulent strains failed to interact with the elFrSistance proteins encodedpw?2', pvr2,
pvr2® andpvr2* whereas the VPg of virulent strains interactedliese resistance proteins.

In summary, these results identified four patteshsnteraction between the ten elF4E
proteins and the VPg proteins from four strains t thperfectly match the
resistance/susceptibility phenotypes controlledaltigles at thepvr2 locus: susceptibility
correlated with interaction with the VPg of virutedPVY and TEV strains whereas resistance
correlated with impaired/disrupted interaction wikie VPg of avirulent strains (Figure 5B).
This systematic analysis of elF4E/VPg interactioosfirmed and expanded the observation
that elF4E proteins corresponding to resistan@eslishowed altered function with respect to
VPg binding. These data also supported the hypistibst the overcoming of elF4E-

mediated resistance arose from the restorationeointeraction with VPg.

pvr2-elF4E recapitulates essential elF4E functions yeast

To address the functional consequences of amirbsadistitutions identified in pvr2-elF4E
proteins encoded by the different allelic variant®, analysed whether these proteins were
able to rescue the growth of the haploid yeasirsti®@55 in which the sole chromosomal
copy ofelF4E is deleted and replaced by huma®/4E (Altmannet al., 1989). Because the
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expression of the humasiF4E cDNA required for yeast growth is galactose-dependthis
system provides am vivo functional assessment of arlF4E coding sequence under the
control of a glucose-inducible promoter (Hugle¢sl., 1999) and has been successfully used
to address the function(s) of plant elF4E isofofRedriguezet al.,1998).

Empty yeast strains JO55 or JO55 transformed anitempty p424GBP/TRP1 vector
were used as negative controls. The positive cbmvas JO55 transformed with
p424GBP/TRPAt-elF4E (At4g18040). The tenpvr2-elF4E coding sequences from
susceptiblevr2") and resistantpyr2' to pvr2®’) genotypes allowed the growth of the yeast
strain in medium containing glucose in a similammer asA. thalianaelF4E cDNA (Figure
6). The ability of these exogenous elF4Es to compld the elF4E-knockout yeast strain
indicated thatC. annuumelF4E shares functions with yeast and human elF4kd that
amino acid substitutions identified in resistangetgins do not impede essential elF4E

functions including those linked to mMRNA translatio

DISCUSSION

This work which combines genetic diversity and fimtal analyses, provides evidence for
coevolution betwee. annuumelF4E and potyviral VPg. The nucleotide variatioralgsis

at the pvr2-elF4E locus identified solely non-synonymous mutatiomsl @ significantly
higher proportion of polymorphic sites in codinggiens in comparison with non-coding
regions {.e., introns) of the gene. These two features strorsgiggest that this gene is
subjected to diversifying selection. Resistancayssnd genetic complementation analysis
demonstrated that nine among the ten identifiedliallvariants correspond to potyvirus
resistance alleles each with signature amino adis$tgutions. The majority of these alleles
controls PVY althouglpvr?® also confers resistance to the common strain of. TiHis is in
agreement with previous surveys for potyvirus tasise inCapsicunmspp. which show a high
proportion of resistance to PVY and a much lowepprtion of resistance to TEV.

Each resistance protein encoded by the nine allali@nts carried a distinct combination
of non-conservative amino acid changes largelyliioed on the surface of elF4E in regions |
and I, demonstrated to be targets in virus restg#gRobaglia and Caranta, 2006). Previous
studies identified one or two elF4E resistanceleslg@er species with signature amino acid
substitutions in region | or 1l (in pepper, lettumed pea) or both (in pepper, tomato and pea)
(Gaoet al., 2004; Kanget al., 2005; Nicaiseet al., 2003; Ruffelet al., 2002; Ruffelet al.,
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2005). Our data illustrate the occurrence and reaarice of a great diversity of combinations
of amino acid substitutions leading to resistanu# @so emphasize the importance of amino
acid changes in region | with respect to resistand@. annuumat least against PVY, since
resistance alleles mainly control this potyvirusdded, all resistance proteins shared, within
region |, one or twopvr2’) amino acid substitutions at positions 66-68 amdsbme alleles
additional changes at positions 73-74 gr2>, pvr®, pvr®) or 79 (inpvr2', pvrZ, pvr2).
Interestingly, the allelic variamvr2* identified in a single accession presented a siagimo
acid substitution (V67E) indicating that this chargone is sufficient to compromise PVY
infection. Two variantspvr?® andpvr?®) showed an additional amino acid change in retfion
of the protein (G107R or D109N), and ompyr2® was involved in resistance to TEV in
addition to PVY. Finally, four variants shared 205G mutation in the C-terminal region of
elF4E. Although the N- and C-termini of elF4E arerenpolymorphic than the core of elF4E
(represented by approx. 170 amino acids; Jeslal., 2005), amino acid changes in the C-
terminal region have never been described in paigwiesistance proteins from other species.
However, a single amino acid change mapped to therr@inal part of elF4E was recently
demonstrated to control recessive resistance obrmie Melon necrotic spot viruggenus
Carmovirug through a mechanism distinct from the one ac#igginst potyviruses (Nietet

al., 2006). The conservation between unrelated plaatiep of the position of mutations
leading to potyvirus resistance together with thet that carmoviruses can infect peppers
could suggest an involvement of D205G in anothdf4Elmediated resistance system
targeted against a distinct viral genus.

Large-scale analysis of the interactions betweé&dEs and VPgs from two potyviruses
demonstrates that the resistance phenotypes ag@if¥stand TEV arise from disruption of
the direct interaction between elF4E and VPg, alslip linking amino acid mutations and
altered function with respect to VPg binding. Tleewrence of mutations in two regions on
different facets of the elF4E molecule suggest$ Yag may have two binding sites for
optimal interaction. However, the results of intd#i@n studies obtained with the elF4E
protein encoded by thevr?* resistance allele demonstrate that disruption sihgle contact
in region | of the protein is sufficient to abolismding ability of the VPg of PVY. These data
together with the systematic occurrence of aming eltanges in region | support the key role
of mutations in this particular region with respeztVPg binding and to the outcome of the
interaction with PVY. A recent functional analysienducted inCapsicumusing elF4E
constructs with induced point mutations affectirgrious amino acids has identified the

amino acid change G107R in region Il (initially mdi#ed in theC. chinensegvrl resistance
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allele) as the sole change responsible for abalisbinding ability of the TEV-HAT VPg
(Yeamet al.,2007). It is striking that in our study, tper2® allele was shown to carry amino
acid changes A68E and G107R but was fully susdepttbTEV-HAT; we also observed in
yeast two hybrid experiments that the elF4E pro&ginoded byvr?® binds to the VPg of
TEV-HAT. These contradictory observations have possible explanationst)(@amino acid
change A68E modulates the property of G107RiiQr TEV resistance mediated by the
G107R change also involves another ligand whidhnstional (or present) i€. chinenséut
non-functional (or absent) i@. annuumAmong naturally-occurring elF4E resistance aflele
against potyvirusegqotl from tomato andbmZ from pea presented amino acid substitutions
in both region | and limoZ from lettuce angbm? from pea presented mutations only in
region | andnoZ* from lettuce presented mutations only in regioaflthe protein (Gaet al.,
2004; Nicaiseet al., 2003; Ruffelet al., 2005). Altogether, these data strongly indicat th
the precise contact point between elF4E and paty¥MPg is optimized for each potyvirus,
even within a single plant species since, in pepgee mutation V67E in region | is
responsible for the disruption of binding of theYPVPg whereas the G107R in region Il was
demonstrated to be responsible for the disruptfdnrmling of the TEV VPg.

One important result from the present study i$ Wral adaptation to elF4E-mediated
resistance through amino acid changes in the deptd of the VPg results from the
restoration of the physical interaction with theiségance protein. Since twF4E genes and
oneelF(iso)4Ehomolog were identified in the pepper genome (Kanhgl., 2005; Ruffelet
al., 2002; Ruffelet al.,2006) and since analyses conducted in peppeAatithlianashowed
that potyviruses differ in their ability to use dE isoforms (Dupraét al.,2002; Lelliset al.,
2002; Ruffelet al., 2006; Satoet al., 2005), two functional models for virulence can be
proposed. Amino acid changes in the VPg of PVY @BY¥ can allow for the overcoming of
resistance alleles at tiper2 locus eitheri{ by restoring the interaction with a mutated elF4E
resistance protein oii) from de novointeraction with another elF4E isoform, or with an
alternative partner. Our protein-protein interactexperiments obviously argue in favour of
the first hypothesis, because the VPg of aviruRvY-LYE84 and TEV-HAT strains failed
to interact with the elF4E resistance proteins dadobypvr2', pvr2, pvr2® and pvr?*
whereas the VPg of virulent PVY-SON41 and TEV-CAA4ains interacted with these
resistance proteins. This is also in agreement thithdemonstration that transient expression
of pvrZ-elF4E inpvr?* plants promoted the accumulation of PVY pathot@pe (Ruffel et
al., 2002). However, recent data obtained with the thalianaTurnip mosaic virus

pathosystem showed that a single amino acid chianigpe central domain of the TuMV VPg
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permits the overcoming of the complete resistanteroA. thaliana mutant bearing a
transposon-induced null allele for tbd-(iso)4Egene (German-Retana, Revers and Caranta,
unpublished data Since thisA. thalianaline completely lacks both elF(iso)4E mRNA and
protein (Dupratet al., 2002), and given the hypothesis that elF4E isireduor potyvirus
infection, these results argue in favour of mutaiconferring to VPg a new or increased
affinity to another elF4E isoform or alternative seeptibility factors. Altogether, this
indicates that potyviruses have probably develogiEf@rent strategies to interact with the
host’s translational apparatus and to counter elfréBiated resistance through mutations in
VPg.

The main function of elF4E is cap binding during thitiation of host protein synthesis
although other functions in cell growth and celcleyhave been discovered such as the
regulation of export of some mRNA from the nucl€Gsiljkovic et al., 2007). Therefore, a
prerequisite for the maintenance of amino acidatems leading to resistance is that the
resistance gene can accumulate mutations that aiftececognition of the viral VPg without
imposing a significant fitness cost by impairing N translation and/or other elF4E
function. Complementation of the elF4E knock-ouastestrain byC. annuumelF4E proteins
showed that amino acid changes identified in rascd proteins do not drastically impair
MRNA translation in yeast. Our results thereforéerd those of Kangt al. (2005) which
show that resistance proteins encodedbi?' and pvr2> maintain anin vitro cap-binding
activity. However, the elF4E proteins encoded by girl allele fromC. chinenseand the
sbmlallele from pea were demonstrated to abolish caqghriy (Gaoet al.,2004; Kanget al.,
2005) and theC. annuumpvr6 resistance locus was found to be a null allelel&{iso)4E
(Ruffel et al.,2006). Altogether this suggests that a trade-efiivieen potyvirus resistance and
elF4E functions can result in defective elF4E preA recent study ah vitro interactions
indicated that the cap analoguéGDP and the VPg of LMV bind to lettuce elF4E at two
partially overlapping sites, however the bindingoat ligand reduces the affinity for the other
about 15-fold (Michoret al., 2006). Therefore, a partial overlap between theg WBihding
domain and the cap-binding domain together with dheervation that the precise contact
point between elF4E and potyviral VPg is optimided each potyvirus may explain these
differences in the maintenance of cap-binding #cts. Nevertheless, the occurrence of
several elF4E proteins in plants and their abtbtgompensate for one another (Corebal.,
2005; Dupratet al., 2002; Gallie and Browning, 2001; Rodriguet al., 1998) probably
modulate the overall impact of the decreased caghhg ability of some elF4E resistance

proteins on plant fitness and allow, indirectly, flee evolution of resistance.
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In conclusion, there are a limited number of stadvehich combine polymorphism
analysis and functional analysis and these areadfcplar interest in obtaining insights into
antagonistic relationships between plants and gathe In this study, the observed exclusive
non-synonymous variation, associated with theiragrdiversity, provides evidence for
diversifying selection acting on thevr2-elF4Elocus. In addition, the established functional
role of this variation in potyvirus resistance segfg that this selective pressure is exerted, at
least partially if not totally, by phytopathogemiotyviruses. From the virus side, amino acids
from the central domain of the VPg avirulence proteere also demonstrated to be subjected
to positive selection (Mourgt al., 2004). Large-scale yeast two-hybrid assays inelitadt
the outcome of the elF4E-VPg interaction is a ketedminant of potyviral infection and that
virulence arises from the restoration of the intBom with the mutated resistance protein.
Altogether, our results argue in favour of a coatiohary arms race between the elF4E
resistance protein and the VPg avirulence protithough we are referring to a particular
class of resistance genes distinct from classioatidant R genes, our results fit with the
coevolution model proposed for the flaxgene -Melampsora lini(Doddset al., 2006) and
the tomatoPto gene —Pseudomonas syringa@&oseet al., 2007) systems. In these cases,
direct interaction between resistance and avir@epmteins is the driving force for the
coevolution between resistance and avirulence wleells to the diversification of both

genes.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Plant germplasm and progenies
Twenty five accessions &@. annuunwere chosen to create a worldwide sample fromrséve
geographic regions (Figure 1). Efforts were madsatople broadly and to avoid relationships
between genotypes. The sample includes the homagyguoltivars Yolo Wonder (YW),
YoloY (YY) and Florida VR2 (F) carrying respectiyehepvr2', pvr2' andpvr? alleles, and
local populations from primary and secondary difieation centres. For local populations,
seeds from single individuals were harvested tatersingle-seed stocks for producing the
plant material used.

F1 hybrids between YW and PVY-0 resistant genotyggsasenting the different elF4E
allelic variants (Perennial, HD-C69, P1322719, SO84arocl, Serrano Vera Cruz, P1195301
and Chile de Arbol) were produced to determine tbeessivevs. dominant nature of
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resistance. £hybrids between the same genotypes and YY werdupsal to determine if
PVY-0 resistance was controlled by an allelgpwaf2. Allelism for TEV-HAT resistance was

assessed by using thetybrid between F and Chay Angolano.

Potyvirus strains and disease resistance evaluation

All plants were grown under greenhouse conditiond &ansferred into growth chambers
before inoculation.The reactions of allC. annuum accessions to PVY and TEV were
determined by mechanical inoculation of 20 plargs genotypes at the cotyledon stage with
PVY-LYE84 (pathotype PVY-0) (Mouret al.,2004), PVY-SON41 (pathotype PVY-0,1,2)
(Moury et al., 2004), TEV-HAT (Schaacet al., 1997) and TEV-CAA10 (a gift from B.
Moury, INRA). PVY and TEV strains were maintained 6. annuumYolo Wonder and
Datura stramoniunrespectively, and transferred every 4-8 weekscuhon and mechanical
inoculation procedures were as described previai@&dyanta and Palloix, 1996). Thirty days
post-inoculation (dpi), systemic infection was geshby presence/absence of symptoms on
non-inoculated leaves and confirmed by DAS-ELISAngsPVY or TEV antibodies. For
genetic complementation analysig, lfybrids were evaluated for resistance to PVY-LYE84
and TEV-HAT.

Amplification, sequencing and sequence analysis efF4E cDNAs and partial gDNAs
Total RNAs were isolated from pepper leaf tissussmg TRI-Reagent (Sigma-Aldrich, St
Louis). elF4E cDNAs from genotypes YW, YY and F (GenBank acaassin® AY122052,
AF521964, AF521965) were re-sequenced as contfidie. elF4AE cDNAs from the 25
accessions were obtained by RT-PCR using primdisedieon the 5" and 3' NTR regions of
the YW elF4E cDNA (forward primer 5’-A AAAGCACACAGCACCAACA-3’ ad reverse
primer 5-GATTAGAAGTGCAAACACCAATAC-3) and the folbwing PCR conditions,
94°C for 30s, 53°C for 30s, 68°C for 1min, for 3@les. In order to compare polymorphism
between coding and non coding regions, genomic W4 isolated from leaf tissues using
CTAB extraction method (Fultoret al., 1995) and partial elF4AE gDNA from the 25
accessions were amplified by PCR using primersnddfiin exon 2 and exon 5 (forward
primer 5-GAAGATCCTGTATGTGCCAATG-3 and reverse prer 5'-
CTGTGTAACGATTCTTTGC-3’). The PCR conditions weri@°C for 3 min, 35x (94°C for
30s, 55°C for 30s, 72°C for 1min) followed by 72f6€ 5 min.

Each amplification product was sequenced twicehgy INRA sequencing platform of
Montpellier using an ABI 3130XL POP7 sequencer8ntoni, INRA Montpellier, France).
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Nucleotide  sequences were analysed with Genalys 3W/Bvda software
(http://software.cng.fr) and BioEdit (Hall, 1999)he nucleotide and amino-acid sequences
were aligned using ClustalW (Thompsehal.,1994).elF4E cDNA sequences correspond to
GenBank accessions n°AY12205%vi2"), AF521964 pvr2'), AF5211965 [vr),
AY723737 pvr?®), AY723738 pvr?}), AY723739 pvr?), AY723740 pvr?), EU106863
(pvr2’), EU106864 fvr2®) and EU106865pr2°).

A predicted 2D structure of the pepper YW elF4Et@rowas obtained using as template
the known structure of whealriticum aestivumelF4E (Protein Data Bank accession 2IDR)
(Monzingo et al., 2007). It was used to map all amino acid chandeserwed between
resistant and susceptible genotypes.

Yeast two-hybrid analysis

elF4E Nla, VPg and NIb (the RNA-dependent RNA polymejasoding sequences were
amplified by PCR using High Fidelity Platinium Taggplymerase (GIBCO/BRL, Life
technologies) from oligodT-primed reverse trang@ip products. Gene-specific primers
were designed to introduce restriction enzyme sitbs VPg cistron was amplified from the
Nla PCR product using a reverse primer incorpogasirstop codon at the end of the coding
sequence. PCR products were cloned into pGEMT-gastors (Promega, Madison, WI,
USA) and sequenced. Coding sequences were thefosatidn translational frame with the
GAL4 Activation Domain or GAL4 Binding domain intthhe pGADT7 or pGBKT7 vectors,
respectively (Clontech, Palo Alto, CA, USA). All pBGT7- and pGBKT7-derived vectors
were sequenced with primer T7 to check orientagio frame.

elF4E coding sequences correspondingper2’, pvr2, pvr2?, pvr2®, pvr?, pvr2®, pvr?®
, pvr2’, pvr? and pvr?® alleles were amplified from respectively YW, YY, Perennial,
P1322719, SC81, Marocl, Serrano Vera Cruz, P119580d Chile de Arbol. Nla and VPg
cistrons were amplified from PVY-LYE84, PVY-SON4LEV-HAT and TEV-CAALQ; the
NIb cistrons were amplified from PVY-LYE84 and THVAT.

The Matchmaker GAL4 two-hybrid system 3 (Clontelehlo Alto, CA, USA) was used
according to protocols described in the Clonteclastdrotocol Handbook. pGADT7- and
pGBKT7-derived vectors were transformed into reipely AH109 and Y187 yeast strains,
which contain two independent reporter genes HIS8 ADE2 (to confer respectively
histidine and adenine auxotrophies) driven by yl3AL4 promoters. After yeast mating,
large double-transformed yeast colonies were reswdgd in 10QL sterile water and 1QL

were spotted on several selective media includymhgtic medium lacking leucine and
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tryptophan (hereafter named -LW), medium lackingcle, tryptophan and histidine (-LWH)
and medium lacking leucin, tryptophan, histidinel adenine (-LWHA). Strong interactions
are detected on medium lacking both histidine athenane whereas weak interactions are
detected on medium lacking histidine. This featpermits a robust and reliable semi-
guantitative assay of the strength of the inteoactising selective media. Plates were kept at
30°C. Growth was checked daily from 2 to 7 day®rafipotting. For negative controls,
PGADT7 and pGBKT7 plasmids were used for prey amit, krespectively. Interaction
between murine p53 and SV40 large T antigen (ctmfrom the Matchmaker GAL4 two-
hybrid system 3) and interaction between Nla and ofl TEV-HAT (yet demonstrated by
(Altmannet al.,1989; Schaadt al.,2000) were used as positive controls.

For Western blots, yeast total protein extractivese as described in the Clontech Yeast
Protocol Handbook (Urea/SDS method). Equal loadsratiein extracts were electrophoresed
on a sodium dodecyl sulfate 12% polyacrylamide gad blotted to Hybond ECL
nitrocellulose membranes (Amersham Biosciences. ikembrane was first incubated with
HA monoclonal antibody (12CA5, Roche) at a dilutmil/1000, washed and then incubated
with alkaline phosphatase-conjugated rabbit antisseoserum (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO) at a dilution of 1/2000. After washing, the ceaity was visualized with nitroblue
tetrazolium. Pictures were taken with a Nikon coolpamera and figures were processed

using Adobe Photoshop 7.0.

Complementation assays ifsaccharomyces cerevisiae

S. cerevisiaestrain JO55 (cdc33- LEU2 leu 2 ura3 his3 trpl ade2 [YCp33supex-h4E
URAZ3], a gift from J.M.X. Hughes, (Hughest al., 1999) carries a disrupted endogenous
elF4E gene €dc33. Its survival depends on the presence of plasfig33supex-h4E URA3
containing a copy of the human elF4E cDNA under dbetrol of the galactose-dependent
GAL promoter. The coding sequences of each ofphi2-elF4E alleles were cloned into
p424GBP/TRP1 glucose-dependent vector and indepépdesed to transforr®. cerevisiae
strain JO55. After transformation, yeast cells wgrewn in appropriate selective nutrient
drop-out media containing 2% glucose and teste8D&C for their capacity to complement
the lack of endogenowdF4E (Altmannet al.,1989). Control transformations were done with
no DNA (empty JO55), plasmids p424GBP/TRP1 (empggétive controls), and with
p424GBP/TRPAt-elF4E (At4g18040, positive control).
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[1.2. Impact du cumul de substitutions en acides amés dans 2 régions

distinctes de la protéine elF4E1 d&€. annuum sur le spectre de résistance

aux potyvirus

[1.2.1. Contexte et objectif

La position de la plupart des substitutions "sigreg" des protéines de résistance
elFAE apparait conservée entre espéces (pimengtdoraitue et pois) et restreinte a 2
régions adjacentes, localisées en surface de téipeo a proximité de la zone d'interaction
avec la coiffe (Monzinget al.,2007; Robaglia and Caranta, 2006). Plusieurs étundedrent
gue des mutations dans une seule de ces 2 régioh@ssociées a la résistance a un seul
potyvirus (voire a une seule souche) tandis queiteul de substitutions dans les 2 régions est
systématiquement associé a la résistance a plagpetyvirus. Par exemple, chez le pois, la
protéine elFAE codée par l'alléddmi et présentant uniquement des substitutions dans la
région I, contrdle la résistance au pathotype PP8BMYV, alors que celle codée par l'alléle
sbml présentant plusieurs substitutions dans les régioet 1l, confere la résistance a 2
pathotypes P1 et P4 de PSbMV et au BYMV-White lupin mosaic virys(Gao et al.,
2004b).De méme, chez la tomate, la protéine elF4E1, cpdééallelepotl de I'accessioh.
hirsutumPI1247087, présentant des substitutions en acit@séa a la fois dans les régions |
et Il de la protéine, confére une résistance elapgcte.e., vis-a-vis de plusieurs souches de
PVY et de TEV.

La position des substitutions en acides amindscties chez elF4El-pvr2 d&
annuum(article 1) a été reportée sur la structure 3Qipeéa partir de la structure obtenue
récemment chez le blé (Monzingt al., 2007) (Figure 11.1) : P66T, V67E, A68E, A73D,
A74D et L79R se situent dans la région I, tandis G107R et D109N se positionnent dans la
région Il. A partir de I'analyse fonctionnelle devariabilité allélique au locysvr2-elF4E1
nous avons montré que la présence d'une ou plasselnstitutions dans la région | de la
protéine elF4E1 suffisait & expliquer la résistarestreinte au PVY et dans le caspie?’,
une seule substitution (V67E) suffit & la résiseanDe facon plus générale, et si I'on
considére la variabilité naturelle du ge@apsicum la fréquence de résistance au TEV est
faible par rapport au PVY : de l'ordre de quelg4epour la résistance au TEV alors qu'elle

atteinds les 40 % pour la résistance au PVY (BaBoiDaubéze, com. pers.). De plus, la
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résistance au TEV est systématiquement associgeésistance au PVY. Dans notre étude,
les protéines elF4E1 des accessions FloridaVR2 hety CAngolano [fvr%), les seuls
génotypes résistants au TEV et au PVY, possedenfois des substitutions en acides aminés
dans la région | (V67E et L79R) et une substitutitams la région Il (D109N). De méme,
chezC. chinensgl'alléle pvrl contrélant une résistance a large spectre visawiPVY et du
TEV cumule des mutations dans les régions | (T51R&6T) et Il (G107R) (Kangt al.,
2005a). D'apres ces observations, nous pouvongréniBypothese que la résistance a large
spectre i(e., plusieurs souches de PVY et de TEV) résulteraitl'effet complémentaire,
plutdét qu'individuel, de substitutions en acidesrads dans les régions | et Il de la protéine
elF4E1L.

Afin de tester cette hypothése, un ADNtF4E] codant pour une protéine ne
comportant que la substitution D109N dans la rédfion été générée par mutagenése dirigée,
a partir de I'ADNcelF4E1-pvrZ de Yolo Wonder. Des expériences de complémentation
fonctionnelle par expression transitoire d'ADBIE-4E via le vecteur viral PVX (Baulcombe
et al.,1995) chez le piment, ont été réalisées dans btibge tester la capacité de cet allele a

restaurer la sensibilité au TEV chez un génotypestant.

[1.2.2. Matériel et méthodes

Le PVX utilisé comme vecteur viral dans les exp@wes de complémentation
fonctionnelle par expression transitoire des gexlegdE a été fourni par D.C. Baulcombe
(Sainsbury Laboratory, UK). Les expériences d'esgion transitoire d'’ADNeIF4E via le
vecteur viral PVX ont été adaptées du protocole Blilcombe et al (1995). Les
constructions elF4E-PVX étaient déja disponibledadnoratoire : pPVXeYW, vecteur PVX
avec 'ADNcelF4ELpvr2" de Yolo Wonder; pPVXeF, vecteur PVX avec 'ADNIF4EL
pvrZ de Florida VR2; pPVXeYY, vecteur PVX avec 'ADNtF4E1-pvr2 de Yolo Y et
pPVXeD109N, vecteur PVX avec 'ADN"F4ELpvr2" de Yolo Wonder portant la mutation
D109N. Les expériences ont été réalisées selorotegmle décrit par Ruffedt al (2002) en
chambre climatisée dans des conditions de confinef®&M du groupe llLes vecteurs
d'expression PVX-elF4E ont été multipliés r benthamiana(inoculation au stade 4
feuilles étalées avec 2,5 ug d'’ADNCc/feuille). Douis apres, les feuilles dé benthamiana
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présentant des symptdomes de l'infection par le FMEsaiques) ont été utilisées comme
source d'inoculum pour linoculation des feuilles piment, selon le protocole décrit a
'annexe 3. Dix jours aprés l'inoculation (jpi) te construction PVX-elF4E, les feuilles
inoculées avec les vecteurs PVX-elF4E (présentaatmbints nécrotiques sur les feuilles
inoculées et les feuilles systémiques, symptomeactéistiques de l'infection par le PVX)
ont été inoculées avec du PVY ou du TEV. Les fesitloublement inoculées PVX-potyvirus
ont été prélevées 10 jours plus tard pour mestaecumulation des potyvirus par DAS-
ELISA (cf annexe 4) et RT-PCR avec des amorcesfapées de la capside des virus.

[1.2.3. Résultats

Le principe de l'expérience est décrit sur la fglir2. L'ADNc elF4E1pour lequel on
veut déterminer s'il s'agit d'un allele de résistanu de sensibilité vis-a-vis d'un potyvirus
donné est exprimé chez un génotype de piment aésist'il s'agit d'un allele de sensibilité,
les feuilles inoculées montrent une accumulaticaleitandis que s'il s'agit d'un allele de
résistance, les feuilles inoculées ne présentest @daccumulation virale. Dans notre
expeérience, si la substitution D109N ne restauselpaensibilité au TEV, cela signifie qu'elle
permet seule la résistance a ce potyvirus. En ohearsi elle restaure la sensibilité, nous
pourrons conclure que la présence de substitutofes fois dans les régions | et Il est

nécessaire pour la résistance a large spectre.

Sur les 55 plantes co-inoculées pPVXeYW et TEVs@8t sensibles au TEV (Figure
[I.3. barre 4). De méme, toutes les plantes cotildms avec pPVXeYW et PVY sont
sensibles (Figure 11.3 barre 5). Ces résultatsiooeht quepvr2” est un alléle de sensibilité
aux TEV et PVY. En revanche, aucune plante co-ilkecpPVXeF + TEV et pPVXeF +
PVY ne présente d'accumulation virale de I'un autie de ces virus (Figure 1.3 barres 6 et
7), ce qui montre quevrZ est un alléle de résistance & ces 2 potyvirus.plastes co-
inoculées pPVXeYY + PVY sont sensibles au PVY tandgu'aucune plante co-inoculée
pPVXeYY + TEV ne présente d'accumulation virale geé confirme quepvr2 est un alléle
de sensibilité au PVY mais un allele de résistaaueTEV (Figure 1.2; données non

montrées).
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Sur les 38 plantes co-inoculées pPVXeD109N + TEY,stnt sensibles au TEV
(Figure I1.3. barre 8). De la méme facon, 9 fesil&ir 22 co-inoculées pPVXeD109N-PVY
présentent une accumulation virale de PVY (FiguBHarre 9). Le mutardlF4E-mutD109N
est donc un alléle de sensibilité aux PVY et TEY. rhutation D109N ne suffit pas a elle
seule a contréler la résistance aux PVY et TEVgeéwant que la résistance a large spectre
controlée pampvr? résulte de l'effet cumulé des substitutions emlexciaminés dans les
régions | et Il. Ces résultats confortent égaleneenble des substitutions en acides aminés de

la région | dans la résistance au PVY.

[1.2.3. Discussion

Ces résultats indiquent que la substitution D10@Mles ne suffit pas a contréler la
résistance au TEV chez le piment. Ces données esordccord avec les récents travaux
publiés par Yeanet al. (2007) qui montrent qu'une protéine mutante elF4telpossédant
que la mutation D109N, est toujours capable dagieravec la protéine VPg de la souche
TEV-HAT en systeme de double hybride dans la levueecumul de substitutions en acides
aminés dans 2 régions distinctes de la protéindEdiFchezC. annuumapparait donc

nécessaire pour abolir I'interaction avec la VPagirsi induire la résistance au TEV.

D'un point de vue mécanistique, ces résultats gupht que des mutations dans 2
régions distinctes sont nécessaires pour empéahprokéine VPg du TEV de se fixer a
elF4EL, et ce contrairement a la protéine VPg di¥ BY des substitutions dans la région | de
la protéine elF4E1 de la plante suffisent a blodirgeraction VPg/elF4E1l. La VPg du TEV
apparait donc capable d'interagir avec elF4E aganivde 2 sites de fixation, I'un dans la
région | et l'autre dans la région Il, la résis@réant le résultat de la rupture de ces 2
interactions, pour peut-étre optimiser la stabitieé cette interaction. Ces travaux suggerent
donc qu'il existe différentes modalités d'interaatelF4E-VPg, avec ici la mise en place de

stratégies distinctes entre 2 virus du méme gerfieetant la méme plante héte.

Les VPg du TEV et du PVY utilisées dans notre étptesentent 47 % d’identité au
niveau de leur séquence primaire en acides amiiés.niveau de la zone centrale de la
protéine ou l'on retrouve les acides aminés imgkgdans le contournement des résistances,

13 résidus sur 27 different. Ainsi, ces différenckacides aminés entre les 2 protéines
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pourraient expliquer les différences d'interactiamsec une méme protéine elF4E. Ces
difféerences d'interaction pourraient également &&es a des différences au niveau de la
conformation tridimensionnelle (3D) de ces VRgcemment, il a été montré que les VPg du
RYMV (genre Sobemovirus et du LMV (genrePotyvirug étaient des protéines dites
désordonnées (Hébrard, 2007). Contrairement aupapl des protéines fonctionnelles, les
protéines entierement ou partiellement désordonnéese replient pas pour adopter une
structure 3D unique (Uversky, 2002). En conditiguingysiologiques, ces protéines existent
sous un ensemble dynamique de conformations nereoiamt que peu ou pas d'éléments de
structure secondaire (hélices ou brins). Mais s@udite structural n'empéche pourtant pas ces
protéines, et en l'occurrence les VPg, d'interagac leurs partenaires. Au contraire, il joue
un rdle essentiel dans leur fonction biologique, remdant possibles de nombreuses
interactions (Hébrard, 2007). On peut donc penserles VPg du PVY et du TEV n'adoptent
pas la méme conformation structurale et n'intesggisdonc pas avec exactement les mémes
acides aminés de la protéine elF4E1. Chaque caqlatdge-potyvirus possederait des sites

spécifiques d'interaction, optimum d'un point de eoévolutif.

A I'encontre de ces résultats, une étude récentgrenque la substitution G107R dans
la région Il de la protéine elF4E1, codée pardlalde résistangavrl chezC. chinensgsuffit
a abolir l'interaction avec la VPg de la souche THAT et donc a induire la résistance
(Yeamet al., 2007). Une hypothése avancée pour expliquer cesredtions contradictoires
est une différence d'effet des substitutions D168 107R sur la résistance mais aussi sur la
fonction de traduction des ARNm. En effet, des epé&esin vitro montrent que la mutation
G107R abolit non seulement linteraction elF4E1-ViRgis aussi linteraction elF4E1-
m'GTP, alors que la mutation D109N seule n‘empécHeime ni I'autre de ces interactions
(Yeam et al., 2007). Le changement G107R pourrait avoir pluscdeséquences sur les
fonctions des geneslF4E1 que la substitution D109N. D'un point de vue biothue, le
changement de glycine en arginine a la position Ifffoduit une charge positive
supplémentaire et un acide aminé plus encombranguc pourrait provoquer une répulsion
électrostatique forte avec les résidus chargéstiypasient a proximité et constituer un
obstacle stérique (Yearat al., 2007). A contrarig la mutation D109N ne perturbe ni
I'équilibre électrostatique ni I'encombrement spéei de la protéique elF4E (l'acide aspartique
et I'asparagine sont des acides aminés hydroghéieproches). Cette observation couplée au

fait que cette substitution supplémentaire condii® la résistance au TEV suggere qu'un
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changement sans conséquence apparente sur lanbi@ctd la protéine elF4E, peut suffir a la

résistance aux potyvirus.

Au vue de ces résultats, une analyse a plus graciielle et chez plusieurs couples
plantes-potyvirus de l'effet cumulé des substingien acides aminés sur le spectre de
résistance s'avere nécessaire. Ces études corsétiain élément crucial pour la création de
matériel végétal résistant a plusieurs potyvirag@ spectre), a partir de l'analyse de la

diversité présente dans la variabilité naturelle

[1.3. ROle des autres isoformes elF4E dans le contmement de la

résistance elF4E1-pvr2 par les potyvirus

[1.3.1. Contexte et objectif

Les souches SON41 et SON41p de PVY contourneratllides de résistangar2' et
pvrZ. Les substitutions en acides aminés identifiées da zone centrale de la VPg de ces

souches sont responsables du contournement (Mdaty, 2004; Ayme, 2005).

Les résultats présentés dans l'article 1 suggépemtles mutations dans la région
centrale de la VPg, impliquées dans le contournérdencertains alléles de résistance au
locus pvr2-elF4E] permettent de rétablir une interaction avec legémnes elF4E1 mutées;
les mutations dans la VPg ont donc un role d'adiaptaux mutations des protéines elF4E1
de résistance. Cependant, de récents travaux ontrénqu'un seul changement en acide
aminé dans la VPg des TuMV-CDN1 et TuMV-UK suffisaiu contournement de la
résistance d’'un mutant T-DNAAI' thalianadont le géneslF(iso)4E est éteint (German-
Retana, Revers and Caranta, données non publ&es)yésultats indiguent que, dans ce cas,
le contournement ne se fait pas (et ne peut se dairfait de 'absence de protéine elF(iso)4E)
par une restauration de l'interaction. Une hypalest donc que le TuMV pourrait contourner

I'absence de elF4EL1 par l'utilisation d'une asiéorme elF4E.

Chez le piment, 3 génes appartenant a la famillkigganiqueelF4E on été clonés et

séquences : 2 genes codant pour la protéine el EIFBEL et elF4E2) et 1 géne codant pour
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l'isoforme elF(iso)4E (Ruffel, 2004). Ces protéinemmportent toutes les acides aminés
importants pour la stabilité de la structure dprlatéine et les acides aminés impliqués dans la
liaison a la coiffe des ARNm (Figure 11.4), suggd@rgu'ils sont tous potentiellement capables
d'initier la traduction. A ce jour, elF4E2 appamakivoir aucun réle dans la résistance aux
potyvirus malgré une forte homologie de séquenee & forme elF4E1 (Tableau I1.1). En
revanche, le facteur elF(iso)4E présentant un pouage d’identité avec les autres protéines
4E plus faible (environ 47%, Tableau II.1) est impé dans la résistance au PVMV (genre
Potyvirug chezC. annuum Une délétion de 82 nucléotides dans la séqueadante de
elF(iso)4E chez I'accession Perennial (loqua6) introduit un codon stop qui conduit a la
synthese d'une protéine tronquée non fonctionndigés une résistance totale au PVMV n'est
observée que lorsqu'il y a combinaison de la d#iétians elF(iso)4E et de substitutions en
acides aminés dans la protéine elF4E1-pimBiquant que le PVMV est capable d'utiliser

plusieurs protéines elF4E chez un méme héte (Reiffal., 2006).

A partir de ces éléments et afin de déterminerdle des protéines elF4E2 et
elF(iso)4E, notamment dans le contournement dedesllde résistancelF4E1-pvr2 et
elF4E1-pvr2, des tests d'interaction protéine-protéine payieme de double hybride dans
la levure ont été réalisés entre différentes VPgaleehes de PVY et de TEV avirulentes et
virulentes sur elF4E1-pvr2 et les protéines elF4E2IF(iso)4E de l'accessidh. annuum
Yolo Wonder (selon le méme protocole que pouridietl; cf annexe 9). Les souches
avirulentes testées sont PVY-LYE84 et TEV-HAT s#ies au 8 1l.1. Les souches virulantes
sont PVY-SON41, PVY-SON41p et TEV-CAA10. PVY-SON41 TEV-CAALO sont les
mémes souches que celles décrites dans l'artigdeut, lesquelles nous connaissons déja le
profil d'interaction avec les protéines elF4E1-p@gure 5 article 1, § 1l.1). La troisieme
souche virulente est PVY-SON41p de pathotype (D,ta&bable de contourner les alleles de
résistancevr2' etpvr?’ chez le piment. PVY-SON41p est un variant natdeePVY-SON41
et 4 substitutions en acides aminés différenciestMPg des deux souches. L'alignement des
séquences en acides aminés de la partie centréddeMigg des 5 souches testées au cours de

ces expériences est présenté a la figure 11.5.
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[1.3.2. Résultats

Dans un premier temps, le profil d’interaction d&e\VWPg PVY-SON41p avec les
différentes protéines elF4E1-pvr2 a été étudiéVPg de la souche PVY-SON41p interagit
bien avec la protéine elF4E1 de I'accession sen¥iblo Wonder gvr2") mais n'interagit pas
avec les protéines codées par les alléles deagsestiFAEL-pvr2 etelF4E1-pvrZ alors que
cette souche contourne ces deux alleles (FiguBeA)l. Les mutations dans la VPg de la
souche PVY-SON41p, responsables du contournementédéstances, ne permettent donc
pas de rétablir une interaction avec les protémiéglE1 mutées. Cette VPg a donc un
comportement différent de la VPg de la souche eaonamte PVY-SON41 qui interagit avec

les protéines elF4E1 mutées (cf article 1).

En revanche, une interaction forte entre la VPgladsouche PVY-SON41p et la
protéine elF4E2 de l'accession Yolo Wonder est roBse alors que cette interaction n'est
jamais détectée avec les VPg des souches PVY-LESVY-SON41 (Figure 11.6.B). Ces
résultats suggerent donc que les mutations dan¥Plg de la souche PVY-SON41p

permettent une interaction avec elF4E2.

En ce qui concerne le TEV, les VPg des souches Ed-HAT et TEV-CAAL0
interagissent fortement (sur milieu trés stringetWHA) avec la protéine elF4E2 de Yolo
Wonder en systeme de double hybride dans la Igrigere 11.6.B). Ces 2 souches de TEV
sont donc capables de recruter soit elF4E1 (Fiugd) soit elF4E2.

La protéine elF(iso)4E n'interagit avec aucune \dBg testées, suggérant que cette

protéine n'est pas impliquée dans l'interactiorc d&d>VY et le TEV.

[1.3.3. Discussion

Les VPg des difféerentes souches de potyvirus testéeent dans leur capacité a
interagir ou non non seulement avec les différepteséines codées par les alleldE4EL
mais également avec les différentes protéines so@ée les paralogueslF4E Aucune
interaction entre VPg du PVY et TEV et elF(iso)4& pu étre détectée, suggérant que cette
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protéine n'est pas impliguée dans linteraction cawes deux potyvirus. Par contre, les
résultats récents obtenus au laboratoire par Molalicmontrent que la VPg du PVMV
interagit avec elF(iso)4E, résultats qui d’'une paltdent le fait que ce potyvirus utilise a la
fois elF4ELl et elF(is0)4E et d’autre part illustréa diversité d’utilisation des protéines

elF4E par les différents potyvirus infectant le pimth

Au regard des résultats d’interaction entre lefoisoes elF4EL et elF4E2 et les VPg
des souches de PVY et TEV, 3 types d'interactiaveet étre distingués :

() les VPg des souches PVY-LYE84 et PVY-SON41 n'igessent qu'avec la forme
elF4E1 et pas avec elF4E2; dans ce cas, les risalitenus par le systeme double hybride
dans la levure suggérent que le contournement f&E&tpvr2 et elFAE1-pvr2 par PVY-
SONA41 résulte d’'une restauration de l'interactiores la VPg et les protéines elF4E1l de
résistance.

(i) la VPg de la souche PVY-SON41p interagit uniquensarec elFAE1-pvr2+ et
aussi avec la protéine elF4E2; dans ce cas le corement de elF4E1-pvi2t elF4E1-pvr2
pourrait s’expliquer non pas par la restauration’idéeraction avec les protéines elF4E1-
pvr2' et elF4E1-pvr2 mais par l'utilisation de la protéine elF4E2. Dares cas, les 4
substitutions en acides aminés qui distinguentMBg de PVY-SON41 et PVY-SON41p
pourraient expliquer les différences d’interaction.

(i) les VPg des souches TEV-HAT et TEV-CAALOQ interagigsavec les protéines
elF4E1 et le contournement de elF4E1-pvpar TEV-CAALQ peut s’expliquer par une
restauration de linteraction entre la VPg de TEXATO et la protéine elF4E1-pvi2
Cependant les résultats obtenus au cours de césienges montrent que les VPg de TEV-
HAT et TEV-CAALOQ interagissent également avec elE4E

Ces résultats posent question en ce qui concemésiktance des génotypgeg? a la
souche de TEV-HAT sachant que les séquences epsaeithinés elF4E2 des génotypes
pvr2", pvr2t et pvrZ sont 100% identiques. Pourquoi, pour contournsrsigbstitutions en
acides aminés de la protéine elF4EL, le virus4i'esis capable d'utiliser la protéine elF4E27?
Des testwia le systéme de double hybride dans la levuregatili la protéine elF4E2 de ces 2
accessions résistantes, permettraient dans ungréemps de s'assurer de l'interaction entre
cette forme et la VPg du TEV-HAT. Deux hypothésesvent étre avancées pour expliquer

ces résultats :
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(i) l'absence de colocalisation de elF4E2 et de la MPGEV en condition naturelle.
Si les protéines elF4E2 ne sont pas exprimées ldarcellules ou se multiplient les souches
de TEV, le virus ne peut pas recruter ce factewr maxcomplir son cycle infectieux. Des
mesures quantitatives d'accumulation des protéte$E2 chezZC. annuumpourraient étre
mises en place pour vérifier cette hypothese, erallple avec des expériences de
visualisation de la co-localisatioim planta des protéines elF4E2 et VPg, telles que des
expériences de BIFC (Bimolecular fluorescence gssagtte technique a déja permis de
détecter des interactioiits plantaentre elF4E1-pvrldeC. chinenset la VPg du TEV-HAT
(Yeamet al., 2007). Cette hypothese est cependant en coniadiavec I'hypothese que la
souche PVY-SON41p utilise la protéine elF4E2 pauntourner la résistance.

(i) la multiplication du TEV-HAT nécessite la présend®in autre partenaire

protéique, en plus de elF4E2, et différent de adfilisé par le PVY.

Ces expériences mettent en avant la grande dé&atsitilisation des alleles et des
formes elF4E par les potyvirus mais soulévent aunsn@utant de questions qu'elles
n‘apportent de réponse. Il s'avere donc esserdiehattre en place une approche globale,
planta et vis-a-vis d'une plus large gamme de potyvipgjr étudier les interactions entre
protéines de I'hote et protéines virales.
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Chapitre Il

Analyse comparée du polymorphisme des
geneselF4E chez 2 Solanacées
(piment et tomate) etA. thaliana



[11.1. Introduction

Ce travall s'integre dans un projet financé paBleeau des Ressources Génétiques
(BRG AO 2005-2007) visant a comparer les patrongdivkrsité des genedF4E au sein de 5
familles végétales : Solanaceées, Cruciferes, V@scEégumineuses et Triticées. A partir des
connaissances acquises sur le réle de elF4E daristézactions plantes-virus a ARN, ces
analyses de polymorphisme ont pour objedi)fsl'identifier de nouveaux alléles de résistance
aux virus a ARN(ii) de contribuer a la caractérisation du role deetdondance des génes
elF4E chez les plantes ¢iii) de réaliser une analyse comparative de I'évolutioiéculaire
de ces genes chez plusieurs familles végétalesiafatéterminer si certains de ces genes ont
subit une pression de sélection caractéristiquegéass de résistance aux pathogénes (
sélection balancéeersusdiversifiante). En effet, dans le cas ou les gendsssent, ou ont
subi dans un passé récent, une forme quelcongséleldion, des signatures spécifiques de la

sélection peuvent étre détectées par des analggasyiorphisme.

Dans le cadre de ma theése, je me suis focaliséBasalyse du polymorphisme des
geneselF4E chez les Solanacées/etthalianaafin de détecter des traces de sélection liées a
I'interaction avec les virus a ARN du gefftetyvirus Ces deux familles végétales présentent
un comportement contrasté vis-a-vis de linfectipar les potyvirus. Dans la diversité
naturelle du piment, la fréquence de résistancepatywirus contrélée par les gersl§4E est
élevée (cf article 1). Chez la tomate, autre Saé@eanfectée par plusieurs potyvirus, un gene
récessif de résistance au PVY et au TEV correspural&|F4E a été identifié chez l'espéce
sauvagd.. hirsutum(génepotl orthologue depvr2). Cependant, la fréquence de résistance
aux potyvirus contrblée par elF4E apparait beaucqooms elevée que chez le pimeAt.
contrario, aucune résistance controlée par les gehe4E n'a encore été identifiée dans la
variabilité naturelle &. thaliang et ce malgré l'identification de plusieurs gerasssifs de

résistance.

Le premier objectif est de compléter I'analyse dpsee de la diversité du ger@a-
elF4E1lchez le genr€apsicum Ces analyses seront étendues aux autres Ganel-4Eafin
de caractériser les pressions de sélection quérsent sur I'ensemble des ger#3AE connus
chez Capsicum Le second obijectif est de comparer le profil dlétion des geneslF4E

entre des especes présentant difféerentes fréquelecessistance aux potyvirus : la tomate,
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une autre Solanacée infectée par les mémes payyira le piment mais pour laquelle tres
peu de résistances récessives aux potyvirus comdapt a elF4E ont été identifiéeslet
thaliang ou aucune résistance contrblée par les g@&iE4E n'a encore été trouveée.
L'ensemble de ces analyses devrait permettre de Faidistinction entre les signatures
résultant de la fonction cellulaire de-4E, les éventuelles signatures especes-spécifiques et

les signatures évolutives résultant de I'adaptationpotyvirus.

[11.2. Matériel et méthodes

[11.2.1. Matériel végeétal

Les 25 génotypes de. annuunutilisées dans l'article 1 représentent notre édlean
intraspécifique. Pour les analyses de polymorphigmerspécifique, 26 accessions de 11
especes ont été sélectionnées, représentativessdeses d€apsicumdomestiquées et des
especes sauvages apparentées aux especes cylligbb=au Ill.1.A) : 7 accessions @&
annuum glabrisuculupB C. frutescens2 C. chinensg2 C. chacoensel C. galapogense?

C. baccatum2 C. pubescensl C. microcarpuml1 C. praetermissunB C. cardenasiiet 2C.

eximium

Vingt accessions de l'espéce cultivéeesculentunont été utilisées pour les analyses
intraspécifiques de la variabilité des gemdB4E Elles ont été choisies par rapport a la
diversité de leurs caractéres morphologiques (foetngrosseur du fruit ; Tamt al., 2007).
Pour les analyses interspécifiques, 30 accessigdénentaires, appartenant aux 8 espéces
sauvages apparentées a I'espece cultivée, ordgléttiennées (Tableau 111.1.B) : 8 accessions
de L. pimpinellifolium 10 L. hirsutum (dont l'accession P1247087 possédant I'alfpiél-
elF4E1 de résistance aux potyvirus),L2 pennellii 2 L. chilense 2 L. cheesmanji2 L.
peruvianum 2 L. chmielewskiiet 1 L. parviflorum J'utiliserai dans ce manuscrit I'ancienne
nomenclature dekycopersicon nomenclature qui a été changée au cours de rsa.tha
correspondance entre les deux nomenclatures, ideliqu tableau 111.1.B, est également
disponible sur le site du Solanaceae Genomics Nktwo (SGN;
http://soldb.cit.cornell.edu/about/solanum_nometaic&ap).
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La caractérisation des patrons de diversité def@rdifts membres de la famille
multigénique elF4E che&. thaliana(At-elF4E) a été effectuée chez 48 lignées homozygotes
fixées (accessions) regroupées dans une core timtiegtablie par McKhanet al. (2004).
Cette core collection capture 93 % de la diversbgervée au sein de l'espekethaliana
pour 10 locus séquencés (265 accessions analykéssjccessions choisies couvrent tous les
habitats géographiques et écologiques mondiaux48escessions sont subdivisées en sous-
core de 8 accessions chacune, les accessions derda8 étant les plus polymorphes
(représentant a elles seules 73 % de la varialeitinée a partir des 10 locus). A cause de
probleme d'amplification des genés$-elFA4E2 chez certaines accessions, mon échantillon
d'étude a été réduit & 33 accessions parmi lesid@ement prévues (Tableau 111.1.C). Deux
accessions supplémentaires viennent compléter cleangllon : Col-0, accession de
référence, et WS, accession résistante a plugpetysirus, tel que le WMV (Pacaly, 2005) et
plusieurs souches de PPV (Decro@tal.,2006). L'espécd. lyrata, I'une des plus proches
de l'espéce modeld. thaliang a été utilisée comme groupe externe afin d'estilae
divergence interspécifique des geredB4E Les ADN de l'accession North CarolinaAd'

lyrata ssp lyratanous ont été fournis par J. Leppéla (Universit©dai, Finlande).

[11.2.2. Amplification et séquencage des genedF4E

Pour toutes les espéces, 'ADNg a été extrait @r plar feuilles en croissance selon un
protocole de microextraction au CTAB adapté de &éhwde de Fultoet al. (1995) (annexe
6). Les ARN totaux ont été isolés a partir de fesilen croissance en utilisant le kit TRI-
Reagent® (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) (annexe bgs ADNc ont été obtenus par
transcription inverse (annexe 7). Des amorces pées pour amplifier les 3 ADNc dé€3a-
elFAE et Ly-elF4E ont été définies dans les régions 5' et 3' UTR. ABNg partiels des 3
geneLa-elF4EetLy-elF4Eont été amplifiés a partir d'amorces définies dasgxons 2 et 5
(Tableau 111.2). Les ADNg des 5 géndselF4Eont été amplifiés a partir d'amorces de PCR
définies dans les régions 5' et 3' UTR (Tablea2)llIL'ADNg de At-elF4E2 n'a pu étre
amplifié avec succés que chez les 35 accessioagaépes dans le tableau I11.1.

Les produits PCR issus de 2 réactions d'ampliboaitndépendantes ont été poolés et
séquencés directement par les amorces sens, mteramtisens, afin de recouvrir la totalité
de la séquence du gene et d'obtenir des séquemeesuchantes. Les séquencages des genes
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de piment et de tomate ont été effectués sur l@fplane de génotypage et séquencage de
Montpellier (S. Santoni et A. Weber, INRA-UMR Digi#é et Génome des Plantes Cultivées,
avec un séquenceur 16 capillaires ABI 3130XL POE&t7)es séquencages des génds d'
thaliana sur la plateforme de génotypage a haut débit dégsipe de Dominique Brunel

(INRA, Evry, avec un séquenceur ABI 377XXL 96 pupplied Biosystems).

111.2.3. Amplification et séquencage des locus ingindants "non-elF4E"

Pour distinguer les effets de la sélection destsfflémographiques suceptibles
d'affecter les geneslF4E, plusieurs locus indépendants "non-elF4E", régetiiient répartis
sur le génome de chaque espece, ont été amplific®quencés chez l'ensemble des
accessions de I'étude.

Les profils de polymorphisme des geéres-elFAE ont été comparés aux profils de
diversité de 11 locus indépendants : 1 géne chllastipue codant pour la grande sous-unité
de la RuBisCo, 2 génes de ménage nucléaires cpdamtle facteur d'élongation ettt
I'histone H2B et 8 locus répartis sur plusieurooiosomes du piment (Figure I1l.1, ¥i al.,
2006). Il s'agit d'ADNg obtenus a partir de séqesnEST codant pour des protéines de
fonctions diverses. Les amorces utilisées pour ifimmplet séquencer ces 11 locus sont
répertoriées dans le tableau Il1.2.

Huit locus indépendants chez la tomate, utilisé&egremment par Rose al. (2007)
pour comparer le polymorphisme du gene d'inté&t a la diversité globale de l'espéce
Lycopersiconspp., ont été amplifiés et séquencés. La locaisathromosomique et les
protéines codées par ces genes (Rosetliad., 2005) sont indiquées dans le tableau 111.3.A.
Les conditions d'amplification de ces 8 locus ireéants sont disponibles sur le site
http://www.zi.biologie.uni-muenchen.de/evol/DowndiddomatoPCR. html Les amorces

utilisées sont répertoriées dans le tableau 111.2.

Les profils de polymorphisme des gerfselF4E ont été comparés aux profils de
diversité des 10 locus utilisés pour générer la amilection de McKhanet al. (2004). II
s'agit de fragments de genes de fonctions divéisdsdeau 111.3.B), comprenant des régions
exoniques et/ou introniques, distribués sur l'efderdu génome A’ thaliana(McKhannet
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al., 2004). Les données de séquence de ces geneep@ir dccessionsAd'thalianaétudiées
ici ont été récupérées sur le site de I'URGlp(//urgi.versailles.inra.fy/

l11.2.4. Analyse des données de séquence

[11.2.4.1. Alignement et détection de polymorphisme

Les séquences sens et antisens ont été align@esrigiées manuellement avec les
logiciels Genalys Hitp://software.cng.jr et BioEdit (Hall, 1999). Les sites nucléotidiques
polymorphes ont été détectés par Genalys. La séqumptidique a été prédite par BioEdit.
Pour chaque position polymorphe, les fréquenceshdgue variant nucléotidique et les
estimations du polymorphisme, (6,,) ont été obtenues avec le logiciel DnaSP version 4
(Rozaset al.,2003).

[11.2.4.2. Tests statistiques et détection de sigmas de sélection

Les D de Tajima sont des valeurs statistiques bBasée la différence entre 2
estimateurs de la "quantité de polymorphisme" guildbre @ = 4Ngu). Le test de neutralité
du D de Tajima a été réalisé avec le logiciel Dn@Sézaset al.,2003). Les probabilités (P-
values) d'obtenir les D de Tajima observés ontstienées sur la base de 10 000 simulations
de coalescence, sous I'hypothése d'absence d'éménela recombinaison et dans une
population de taille constante.

Les phylogénies ont été réalisées avec le logMieGA3 (Kumaret al., 2004). Les
arbres ont été construits selon la méthode Neigjoining qui prend en compte la divergence
moyenne de chacune des séquences avec les awtites! (@d Nei, 1987), en intégrant les
valeurs de bootstrap qui permettent d'évaluer daifstation statistique de la position des

branches dans un arbre phylogénétique.

Les profils de divergence de séquence aux |l@tB4E ont été analysés en utilisant
des modeéles de substitution des codons (GoldmanYand, 1994). La recherche de sites
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sous sélection positive a été effectuée avec lei@godeml du package PAML version 3.14
(Yangetal., 2000). Ce programme permet de faire lI'analysdogéynétique a partir des
codons selon le principe de maximum de vraisemklécest-a-dire la construction de I'arbre
phylogénétique le plus plausible). Le programmeyeseala distribution du parameéteg qui
représente le ratio dN/dS (taux de substitutiomsyweonymes par site nonsynonyme sur taux
de substitutions synonymes par site synonyme) ipaues par branche. Seule de la sélection
positive, qui reflete un grand nombre de changesentacides aminés adaptatifs, engendre
un o > 1. Plusieurs modeles d'estimation de la distidbude o sont proposés et se
différencient par I'hypothese de départ émise (abéidt ou sélections) (Yangt al.,2000). Le
modele MO sert de modéle nul pour tester I'nétéréige dew le long de la séquence. Les
tests par LRT (likelihood ratio test) de M2a conida et de M8 contre M7 (modeles
emboités) sont les 2 moyens utilisés pour testdisBuement la présence de sites dont le
dépasse 1. Apres l'estimation des parameétres ddsl@so le logiciel permet de calculer la
probabilité a posteriori pour chaque site d'appartenir a la classd, et ainsi de détecter

individuellement les sites sous sélection posifNielsen and Yang, 1998).

[11.2.5. Test de résistance aux potyvirus

Les souches des potyvirus WMV-Fr (H. Lecoq, INRAomifavet, France), TuMV-
CDN1 (J. Walsh, Warwick University, UK) et CIYVV .(lUyeda, Hokkaido University,
Sapporo, Japon) ont été utilisées pour les testagifpiques chez certaines accessioAs d'
thaliana Les accumulations virales ont été détectées &8 joost-inoculation (jpi) par DAS-
ELISA (Clark and Adams, 1977) et/ou RT-PCR (cf atese4 et 7).
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111.3. Polymorphisme des géneglFAE chezCapsicumspp.

[11.3.1. Contexte et objectif

Trois géeneslIF4E (Ca-elF4B ont été identifies chez le piment a partir deq Ei®
tomate disponibles dans les bases de données //Guippbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-
bin/tgi/est_ann.pl?gudb=tomato). Cependant, laogaaiphie génétique des marqueurs RFLP
obtenus a partir de sondes EST des gehedE1 et elF(iso)4E suggere qu'il existerait au
moins 2 copies supplémentaires de ces genes@hezicumspp. Un criblage de la banque
BAC de piment est actuellement en cours pour ist@rsemble des geneSa-elF4E
(collaboration H. Berges, Centre National de Resssu Genomiques Végétales, INRA,
Toulouse). Les premiers résultats semblent confiraige 3 géneselF4E et 2 genes

elF(iso)4Eseraient présents chez le piment.

D'un point de vu fonctionnel, peu de choses sonnges sur le réle respectif des
géeneselF4E du piment. L'alignement des séquences en acides®ardes 3 Ca-elF4E avec
les protéines elF4E Al thaliana (At-elF4E) montre que tous les acides aminés saues
pour la fixation a la coiffe des ARNm et les acidesinés essentiels pour la stabilité des
protéines sont bien conservés, suggérant que fEst8ines Ca-elF4E sont potentiellement
capables d'initier la traduction. Il a été obseque I'absence de la protéine Ca-elF(iso)4E
chez l'accessio@. annuumPerennial n'affecte pas la fithess de la plangeréSultat indique
que () soit la fonction de Ca-elF(iso)4E n'est pas ipdisable,i() soit les autres formes Ca-
elFAE sont capables de compenser l'absence dd=Q0segdE. Chez le tabac At thaliang la
suppression de l'expression du géxE(iso)4E entraine effectivement une augmentation
compensatrice du niveau de protéines elF4E (Coestbal., 2005; Dupratet al., 2002),
suggérant que les différents paralogues pourrai@nir une certaine redondance

fonctionnelle.

Le geneCa-elF4Elest impliqué dans la résistance au PVY et au TE&Z @lusieurs
accessions des espedesannuumet C. chinenseNeuf alleles de résistance au locTia-
elF4E2-pvr2 ont été identifiés et se distinguent de l'alleke sbnsibilité par différentes
combinaisons de substitutions (8§ Il). Le g&welF(iso)4Ecorrespond au gene récessif pvr6
de résistance a un autre potyvirus, le PVMV, uniogiet chez l'accessio@. annuum
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Perennial. Ce gene présente une déletion de 82atigds dans sa séquence codante qui
entraine l'apparition d'un codon stop conduisafd aynthése d'une protéine tronquée non
fonctionnelle. A ce jour, aucun locus de résistaaae potyvirus correspondant au gene Ca-
elF4E2 n'a été identifié. Cependant, les résufigisentés au § 1.3, montrant que la protéine
Ca-elF4E2 est capable d'interagir avec la VPg dtaioes souches de PVY et de TEV,
suggerent que ce facteur pourrait également avair rdle dans les interactions

plantes/potyvirus.

Nous disposons a I'INRA de Montfavet d'une impddacollection de ressources
génétiques du genr€apsicumspp., regroupant plus de 1150 accessions interadés et
locales (Dijan-Caporalinet al.,2006). Des données archéologiques montrent gpienient a
subi des événements de domestication indépendanrite, 5 000 et 7 000 ans avant JC, du
Nord au Sud du continent américain (Peatyal., 2007). Cinq espéces domestiquées ont été
caractérisées parmi les 25 qui composent aujouridhyenre :C. annuumC. frutescensC.
chinense 3 espéces qui forment le "complee annuurfy, C. baccatunet C. pubescensA
partir du centre primaire situé en Amérique latiles, piments ont été diffusés a travers le
monde vers I'Europe, I'Afrique et I'Asie (Figuré2). A ce jour, leC. annuunmsont répartis
dans le monde entier, avec des milliers de culivagsultant de cette diversification
secondaire.C. frutescenset C. chinensesont les 2 autres especes les plus largement
répandues. Ces 3 especes formant le compexannuumpeuvent se croiser entre elles et
sont probablement issues d'un ancétre commun rébemseret al., 1979; Pickersgilkt al.,
1979; Tamet al., 2005); la sous-espéc annuum glabriusculurapparait étre I'ancétre le
plus probable du complexe d€s annuumdomestiqués (Dijan-Caporaliret al., 2006).C.
chacoenset C. galapagoenssont des especes sauvages proches du conplexsuumcC.
baccatumet C. pubescensont clairement difféerenciées désannuunet restent confinées en
Amériqgue du Sud.C. microcarpumet C. praetermissumsont les especes sauvages
apparentées auf. baccatumet C. cardenasiiet C. eximiumcelles apparentées aux

pubescens

L'objectif de cette partie est de compléter la dpson de la diversité du génea-
elF4E1chez le pimenvia la mise en ceuvre de méthodes d'analyse du polynisanp. Ces
analyses seront étendues aux autres gelirddE du piment afin de déterminer quel type de

pression de sélection (S’il y en a) s'exerce ssiigemes.
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[11.3.2. Recherche des pressions de sélection s'egant sur le geneCa-

elF4E1 par I'analyse de son polymorphisme nucléotidique

111.3.2.1. Polymorphisme intraspécifique du ger@a-elF4E1

Afin de compléter la description de la diversitél déne Ca-elF4E1 décrite
précédemment, des analyses portant sur la vatélbitraspécifique de la séquence codante et
des introns 2, 3 et 4 de ce gene chez 25 accesidhisannuunont été réalisées. L'intron 1
(~ 3500 pb) n'a pas été séquencé du fait de lempeésde nombreuses séquences répétées
(Ruffel et al.,2005).

Les géneCa-elF4E1séquencés chez I'ensemble des accessions contigne&ons
dont la longueur et la position sont parfaitemerinservées. Aucun événement
d'insertion/déletion (indel) n'a été détecté nisdks exons ni dans les introns 2, 3 et 4. Trés
peu de sites nucléotidiques polymorphes sont dd&est la diversité nucléotidique est plus
importante dans les exons que dans les intragsing = 0,00332;mnon coding = 0,00116;
Tableau 111.4). Les analyses par fenétres glissantdisées pour caractériser le profil de
diversité le long de la séquence génomique perntetie visualiser que la diversité
nucléotidique pour le gene @F4E1lest plus élevée dans les exons, et plus partieuiient

dans les exons 1 et 2 (Figure 111.3).

Afin de déterminer si la faible diversité nucléligue deCa-elF4Elest représentative
de la diversité globale du génome@eannuumelle a été comparée aux valeurs de diversité
nucléotidique pour les 11 locus indépendants. LUauwar moyenne pour ces locus est de
0,00283 (de 0,00052 a 0,012%8= +/- 0,0045) (Tableau Ill.4)Ainsi, le geneCa-elF4EL
présente une diversité nucléotidique faible mais ru se différencie pas de la diversité
globale du génome. Ces résultats sont en accowlaseanalyses de polymorphisme intra-
spécifiques réalisées a l'aide de marqueurs maligeslde type SSAP (Sequence-Specific
Amplification Polymorphisms; Tanet al., 2005). L'existence d'un goulot d'étranglement
étroit dU a la sélection moderne serait a l'origieecette faible variabilité au sein dés

annuum(Dijan-Caporalincet al.,2006).
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Des valeurs da inférieures aux valeurs dig (taux de mutation de Watterson qui ne
prend pas en compte la fréquence des alléles)eetalaur de D de Tajima négative marquent
un déficit en polymorphismes équilibrés, c'est+&din exces de variants alléliques rares
(Tableau Il11.4; Figure 111.4). L'hypothese de sdiec balancée pour expliquer le maintien de
ce grand nombre d'alléles est donc avancée. Ceapienidas le cas de sélection balancée, une
augmentation de la variation nucléotidique auxssiggs au locus qui subit cette pression de
sélection est attendue. Or aucun exces de polynsoneh(0 substitutions synonymes) n'est
observé (Tableau l111.4; Figure 111.5). L'hypothede sélection balancée est donc rejetée au
profit de I'hypothése d'une pression de sélectasitipe qui s'exercerait au niveau de certains
sites de Ca-elF4E1 et qui conduit a I'augmentatmta fréquence de plusieurs alléles.

[11.3.2.2. Struture haplotypique de Ca-elF4E1

A partir des différentes combinaisons de substiigien acides aminés identifiées, les
25 accessions dé. annuumont pu étre regroupées en 10 variants alléliquagi(€ 111.6).
pvr2" est I'haplotype majoritaire regroupant 11 accessalors que les autres haplotypes ne
sont constitués que de 3 accessions au maximumludel'enracinement de l'arbre (avec une
espéce sauvage éloignée @esannuumtelle queC. cardenasji se fait au niveau de pvi2
suggérant que cet haplotype majoritaire représkarieétre commun. A partir de pvrdon
distingue 3 chemins évolutifs :

(i) le chemin majoritaire, emprunté par 10 des l4&sgions, passe par la substitution
V67E. Une seule accession appartenant a I'haplgiyp® ne posséde que cette substitution
(P1322719). A partir de pvf23 chemins sont & nouveau possibles, conduisartiaplotypes
pvr2, pvrZ et pvrZ. Les branches conduisant aux haplotypesfetrpvr? partent de pvr2

(i) 3 substitutions en acides aminés conduisentadlblype pvr2, constitué d'une
seule accession (Chile de Arbol). A partir de caplbtype, 1 substitution conduit a
I'haplotype pvr2 regroupant 2 accessions (Maroc 1 et LP1).

(iii) le dernier chemin conduit & I'haplotype gir@présenté par une seule accession
(P1195301).
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111.3.2.3. Recherche de sites sous sélection posit

La recherche des sites sous sélection positiveé aéalisée a partir des séquences
ADNc de Ca-elF4E1 chez les 25 accessions @& annuum d'une longueur de 687
nucléotides, soit 229 codons. Deux analyses ontc@téluites : la premiere considere la
variation dew entre branches de l'arbre (car un événement dataap peut avoir lieu dans
une branche spécifique) et la seconde considereal@tion dew entre sites (car les
substitutions adaptatives sont susceptibles deoseeatrer a certaines positions dans la
séquence). L'analyse des valeurs de LRT (Likelih&adio Test) obtenues a partir des
modéles d'hétérogénéité deen fonction des branches de I'arbre nous indigede model O,
qui correspond a um unique entre branches de larbre, est le plusgmeb Aucun
evenement d'adaptation spécifique ne semble dooic au lieu dans une des branches de

['arbre.

Pour l'identification de la variation du rappartentre sites, I'estimation des modeles
d'hétérogénéité entre codons, et les tests pemhetéales comparer, sont reportés dans le
tableau I1l.5. Seuls les résultats obtenus pournhesleles emboités M7 et M8, dont la
comparaison permet de tester si une catégorietde évolue sous sélection positive, sont
présentes, car statistiquement plus significatiks lgs résultats obtenus avec les modeles Mla
et M2a. L'estimation des parametres des modelésufgade LRT) montre que le modéle M8,
qui prend en compte la sélection positive, est phsoprié que le modéle M7. Les valeurs de
® pour chaque site ont donc été prédites a partiedaodéle.

Neuf sites présentent une valeurddsupérieure a 1 (66P, 67V, 68A, 73A, 74A, 79L,
107G, 109D et 205D), dont 5 avec une probabiliggisique supérieure a 95 % (Tableau
[11.6; Figure 111.7). Les 5 acides aminés sous stta positive sont situés exclusivement dans
la région | de la protéine Ca-elF4EL1.

Afin de comparer les valeurs deprédites en intra-spécifique avec les données-inte
spécifique, la recherche de sites sous sélectisitiyaa été effectuée a partir des données de
séquences ADNc du gefa-elF4Elchez toutes les espéces a I'exceptiof dennuum(26
accessions de 11 especes). En inter-spécifiquanaite n'est prédit pour étre sous sélection
positive avec une probabilité supérieure a 95 %guiesignifie que seules les protéines Ca-

elF4E1 de<. annuunprésentent des sites sous sélection positive.
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[11.3.3. Recherche des pressions de sélection quexercent sur les gene€a-

elF4E2 et Ca-elF(iso)4E par I'analyse de leur diversité nucléotidique

[11.3.3.1. Polymorphisme intraspécifique des gen€a-elF4E2etCa-
elF(iso)4E

La variabilité intraspécifique des séquences cafanes géene€a-elF4E2et Ca-
elF(iso)4E a été évaluée chez les 25 accession€.dennuum Les données de variabilité
nucléotidique des introns 2, 3 et 4 du gdébe-elF(iso)4E ont également été obtenues.
L'ADNg de Ca-elF4E2n'a pas pu étre amplifié a cause de problemesodiaige des amorces
lors des réactions de PCR. Tous les génes séquehazs I'ensemble des accessions
contiennent 5 exons dont la longueur et la posiiomt parfaitement conservées, mis a part la
délétion de 82 nucléotides dans la séquence du@aredF(iso)4Ede I'accession Perennial,
qui avait déja été identifiee lors de précédemasamx (Ruffelet al., 2006). Aucun autre
évenement d'insertion/délétion (indel) n'a été atétadlans les exons. Dans les introns,

seulement trois indels ont été identifiés dangrdim3 du gen€a-elF(iso)4E.

Trés peu de sites nucléotidiques polymorphes éat détectésn( compris entre
0,00012 et 0,00293 dans les exons; Tableau IILés analyses par fenétres glissantes
utilisées pour caractériser le profil de diverd#élong de la séquence génomique Che
elF(iso)4E(Figure 111.3) montrent que la diversité nucléajige pour ce gene est plus élevée
dans les introns que dans les exons, contraireen@atelF4E1 Les géene€a-elF4E2 et Ca-
elF(iso)4E présentent une diversité nucléotidique faible ngaisne se différencie pas de la
diversité globale du génome d€s annuumen comparaison avec les valeurs obtenues pour

les 11 locus indépendants.

La diversité nucléotidique du geérea-elF4E2 est inférieure d'un facteur 10 par
rapport a la diversité des 2 autres gé@iaselF4Eet des locus indépendants (Tableau 111.4).
Une seule substitution nucléotidique a été détech@z une seule accession @eannuum
(P1187331). Il s'agit d'une substitution non-synmomey correspondant a la mutation P132L.
Seulement 2 variants alléliques ont donc été itiésten fréquence totalement déséquilibrée a
partir de l'identification d'un seul polymorphisrtiegure 111.6). L'ensemble de ces résultats
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suggere gqu'une pression de sélection négativddriescontre les variants alléliques s'exerce
sur le gén€Ca-elF4E2

En ce qui concern€a-elF(iso)4E des valeurs de supérieures aux valeurs g et
une valeur de D de Tajima significativement tresifpee marquent un excés de variants en
fréquence équilibrée (Tableau Ill.4, Figure Ill.Bn effet, les accessions. annuumse
divisent en 2 groupes distincts différenciés par siule substitution T90A (Figure 111.6). Un
exces significatif de polymorphismes synonymes (pié#@ Synonyme) par rapport aux
polymorphismes nonsynonymes (par site nonsynonyme)ns < 1, Tableau Il1l.4, Figure
[11.5), indique que la majorité des substitutiormrsynonymes est éliminée par la sélection.
Ces valeurs appuient I'hypothése qu'une sélecté@ative contre les variants alléliques

s'exerce sur le geriga-elF(iso)4E

[11.3.3.2. Recherche de sites sous sélection pusiti

Les mémes analyses de recherche de sites sousosejmasitive ont été effectuées sur
les ADNc deCa-elF4E2et Ca-elF(iso)4E d'une longueur de 672 et 609 nucléotides, sd@t 27
et 203 codons respectivement. Les valeursodgour chaque site ont été prédites avec le
modele M8 (Tableau I11.5). Pour Ca-elF4E2, seudite 132P a um supérieur a 1, mais avec
une probabilité de 78 %. Pour Ca-elF(is0)4E, le SDA présente um > 1 mais avec une
probabilité de 77 % donc peu significative (Tablddws). Tous les acides aminés des
protéines Ca-elF4E2 et Ca-elF(iso)4E présentent des valeurs de prédites inférieures a

1, suggérant que tous les sites sont sous sélectgative.

[11.3.4. Polymorphisme interspécifique des 3 geneSa-elF4E chez 51

accessions d€apsicumspp.

Les alignements des séquences ADNc de chaque GarelF4E pour les 51
accessions d€apsicumsont représentés sur le tableau II.7. Les suibistits nucléotidiques
ont été réparties en 4 catégories : espece-spgesfien jaune), ponctuelles (isolées chez une

ou quelques accessions d'une méme espece, endadgagées entre accessions de différentes
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especes (en vert) ou localisées dans les régiopligiides dans la résistance aux potyvirus
(en rouge). Une observation importante ressortedeatignements : les gen€a-elF4Ede la
sous-espec€. annuum glabriusculumpartagent plusieurs polymorphismes communs awec le
autres especes deapsicum dont une mutation homoplasique (en position 6&&c C.
cardenesiiet C. pubescenpour Ca-elF4E]1 et 2 mutations impliguées dans la résistance de
certaines accessions ded@nuumdétectées chea-elF4E1

Les phylogénies des gen€s-elF4Eont été réalisées afin de déterminer si ces locus
sont des marqueurs représentatifs de la diversitésein desCapsicum Les arbres
phylogénétiques, construits par la méthode de Nbeighjoining et basés sur la séquence
codante de ces génes, sont comparés avec les abveasis a partir des séquences des locus

indépendants non-elF4E (Figure 111.8).

Comme indiqué précédemment par les alignementsedpséce<. cardenasiiet C.
pubescensont les plus distantes. Ces résultats sont eorca@vec de précédentes études
basées sur des marqueurs SSAP, sur des donnéégudmce des genapt-rbcl et waxy et
sur les données morphologiques (Tan al., 2005). Les phylogénies sont également
respectées pour les espe€aschacoenseC. baccatumC. microcarpum C. eximium C.
praetermissunet C. galapogenseEn revanche, sur la base des données de séqueaces
elF4E, la phylogénie des espec€&s chinensgC. frutescensC. annuumet C. annuum
glabriusculumest moins discriminantee., les especes ne sont pas clairement séparées en
groupes distincts. Ces résultats sont cependamt@rd avec de précédents travaux décrivant
la forte proximité de ces especes, regroupés danscomplexe C. annuurh (Dijan-

Caporalincet al.,2006) et résultent probablement du faible polyrhmmme des genedF4E

C. chinensgC. frutescen®t C. annuumsont des especes domestiquées tandis que la
sous-espec€. annuum glabriusculurast une espéce sauvage. Les arbres phylogénétiques
baseés sur les séquences ADNc des locus indéperataids geneSa-elF4Econfirment que
cette sous-espece serait l'ancétre commun du crenpl€. annuuh La diversité
intraspécifiqgue de€. annuum mesurée a partir des séquences des locus indapeneést
réduite d'un facteur 3 par rapport a la diversitéaspécifique de€. annuum glabrisuculum
(Tglabriusculum= 0,00294 ettannuum= 0,00097). Cette réduction de diversité est manasquée
dans le cas de tous les ger@s-elF4E (ngapriuscuum= 0,00315 ettannuum = 0,00199). Ces

résultats, couplés a la structure des arbres pémtetgues, confirment que |€ annuum
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sont issus de€. annuum glabriusculurat qu'un goulot d'étranglement récent est a Ifweig
de la réduction de diversité observée. Le partagelusieurs polymorphismes communs chez
Ca-elF4E entre les 2 sous-especes peut étre fdiésience de flux de genes (Tableau I11.7).
Ces processus peuvent se produire entre des plantidgées et des especes sauvages
apparentées sexuellement compatibles, et permeii® I'échange d'alleles des plantes
cultivées vers leur parent sauvage ou inversem®&d. facon trés intéressante, 2
polymorphismes impliqgués dans la résistance auyvpas chez Ca-elF4E1 dé&. annuum
annuum(V67E et L79R) sont partagés avec les accessibhgjia et Managua d€. annuum
glabriusculum Ces résultats suggerent donc que certains alldesiF4Ede résistance aux
potyvirus étaient présents ch@apsicumavant la domestication de cette espece.

[11.4.4. Conclusions

Les résultats obtenugia les analyses fonctionnelles suggerent fortemer lgu
signature d'évolution positive identifiée ch@a-elF4Elau niveau de certains sites pourrait
résulter d'une pression de sélection exercée gapdéyvirus, méme si le polymorphisme

global de ce géene ne se différencie pas du polyhieme des autres locus étudiés.

L'ensemble des résultats argumentent tres fortemerfeveur de l'existence d'une
pression de sélection diversifiante exercée parplagvirus sur les geneSa-elF4E1 au
niveau de certains acides aminés, et plus pagieutient au niveau des acides aminés de la
région | de la protéine Ca-elF4E1l impliqués dan®s$istance au PVY. Les acides aminés de
la région Il n‘apparaissent pas sous sélectiontipesio > 1 mais non significatifs). Les
résultats du chapitre 2 montrant le réle préponuéta la région | dans la résistance au PVY
suggerent que, dans le cas Gesannuumla pression exercée par le PVY est plus impagtant
que celle exercée par le TEMne récente analyse du polymorphisme intraspéafajugéene
elF4E1chezC. chinensdJahnet al.,données non publiées) indique que les acides ameimé
position 21, 49, 54, 69, 74, 84, 107, 109, 11002 ont sous pression de sélection positive.
Ces sites ne sont pourtant pas détectés au coumasdanalyses interspécifiques, mises a part
les acides aminés en position 74 et 109. Le fadt imptre échantillonage interspécifique ne
comprenne que 2 accessionsCGlehinensgourrait expliquer ces différences de résultats. De
nouvelles analyses ont donc été réalisées en amedr accessions supplémentairesCde
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chinense(Chi7, Diego, Baili 3, Notto et Chi8). Aucun deges ne ressort sous pression de
sélection positive (résultats non présentés).ut gagir soit d'un biais de notre échantillonage
qui contient trop peu d'accessions possédant detions dans cette région, soit d'une réalité
biologique indiquant que la pression de sélectiweraée par le TEV est moins importante
gue celle exercée par le PVY. Cette seconde hypethst renforcée par le fait que, si I'on

considére la variabilité naturelle du ge@apsicum la fréquence de résistance au TEV est
faible par rapport au PVY (pres de 40% des accessiesistantes, Palloix & Daubeze,

communication personnelle).

D'apres la structure haplotypique établie pour [Edl, il apparait que les 11
accessions d€. annuunpartageant I'haplotype majoritaire (pty8ont sensibles aux PVY et
TEV tandis que toutes les accessions des autrdstyyags sont résistantes a I'un et/ou l'autre
de ces potyvirus, renforcant le lien entre la tésise aux potyvirus et les chemins évolutifs.
Parmi les substitutions en acides aminés seul@20bG n'est pas localisée dans les régions |
et I, et n'est pas retrouvée dans les protéinédEelde résistance chez les autres especes.
Cette substitution apparait indépendamment darfsegios évolutifs distincts (pour passer
des haplotypes pvta pvrZ, de pvr2 & pvr? et de pvr2 & pvr?), suggérant que I'apparition
de cette mutation n'est pas due au hasard. De gdtte, substitution n'est jamais retrouvée
seule; elle est toujours en combinaison avec 1 amufation(s) sous sélection positive
impliquée(s) dans la résistance aux potyvirus. l2|pes résultats, 2 hypotheses peuvent étre
formulées quant au role de la substitution D205@it elle a un réle direct dans l'interaction
avec d'autres virus a ARN non testés ici, soit &llen role indirect lié a la biochimie de la
protéine elF4E. Les mutations V67E, A68E et A730ranent des modifications de la
charge électrostatique globale de la protéine, &apparition d'acides aminés hydrophiles
acides a la place d'acides aminés hydrophobeseamehe, la mutation D205G correspond
au passage d'un acide aminé acide a un acide amirtee. La substitution D205G pourrait
donc étre une mutation compensatrice permettantédquilibrer la charge globale de la
protéine elF4E. Par ailleurs, aucune accessionoseége seulement les mutations A68E ou
A73D. Trois hypotheses sont avancées pour explibplesence de ces intermédiaires) g
taille de I'échantillonage est trop réduite; Iblage d'un plus grand nombre d'accessions de
C. annuunpermettrait de tester cette hypothegg ces mutations imposent un colt de fitness
trop important pour la plante et sont donc compesnsapidement par d'autres mutationis), (
ces mutations seules ne suffisent pas a la résesténest nécessaire d'accumuler plusieurs

mutations pour induire la résistance.
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Les acides aminés essentiels pour la stabilitéadsructure des protéines elF4E ou
pour sa liaison avec la coiffe des ARNm présentems dess < 1, indiqguant que ces acides
aminés sont contraints. Ces résultats appuientagauf de I'existence d'un compromis
évolutif pour le maintien de la double fonction dene Ca-elF4ELl: les acides aminés
impliqués dans la fonction de traduction des ARNmt sontraints tandis que l'apparition de
nouvelles mutations peut avoir lieu au niveau deages sites spécifiques impliqués dans

I'interaction plante- potyvirus.

Le profil de polymorphisme d€a-elF4E2et Ca-elF(iso)4Eindique que ces génes
sont contraints, que les mutations sont élimin@edgsélection, contrairemeniCa-elF4E1
ou un relachement de la contrainte au niveau d¢aiosr sites a été identifié. Les
susbstitutions en acides aminés détectées che2 demmes ne semblent pas liées a la
résistance aux potyvirus : la substitution P132Eté identifiée dans la séquence de Ca-
elF4E2 chezC. annuumPI187331, qui est une accession sensible aux RVVEY et la
substitution A90T dans la séquence de Ca-elF(isaq)i&z des accessions sensibles et

résistantes, ne se localise pas dans les régigniigjifaes dans la résistance aux potyvirus.

Deux hypothéeses peuvent étre avancées pour egpligwcontrainte plus importante
observée chefa-elF4E2et Ca-elF(iso)4Eque chezCa-elF4E. La premiéreest que les
protéines Ca-elF4E2 et Ca-elF(is0)4E possédentre&afonctions essentielles dans la cellule
de la plante et que les gquelques substitutionssséaaes a la résistance induiraient une perte
de cette (ces) fonction(s). Cette hypothése pogenciant question dans le cas de la délétion
du geneCa-elF(iso)4Eobservée une seule fois dans la variabilité nb¢ur&éme si les
plantes porteuses de cet allele ne présentent @agdiiction de fithess apparente, il est
possible qu'une des fonction normalement rempliegba(iso)4E soit altérée. La seconde
hypothése est que seule la protéine Ca-elF4E1l @keat utilisée par les potyvirus. Les
résultats présentés au chapitre 1l montrant queiosr potyvirus sont capables d'interagir
avec la forme Ca-elF4E2 et que le PVMV est capdligeragir avec Ca-elF(iso)4E (Ruffel
et al.,206) vont a I'encontre de cette hypothése.
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[11.4. Polymorphisme des géneglF4E chezlycopersiconspp.

[11.4.1. Contexte et objectif

Suite aux résultats obtenus pour le g&€lseelF4E1chez le piment, une étude du
polymorphisme des 3 génkg-elF4Ea été initiée chez la tomate, une autre SolanaiEhe
du piment et également infectée par les potyvirasmpour laquelle une plus faible fréequence
de genes récessifs de résistance aux potyvirug ab&ervée dans la variabilité naturelle.
L'objectif est de déterminer si I'on retrouve dexés de sélection positive similaire€a-
elF4Elet une contrainte forte sur les autres géenE4E

Comme chez le piment, a partir des EST de tomaipodibles dans les bases de
données, 3 geneslF4E ont été identifiés Ly-elF4E] Ly-elF4E2 et Ly-elF(iso)4E Les
profils d'hybridation de sondes RFLP sur 'ADN géngue de cette espéce et leur
cartographie montrent qu'il existe, comme chez imept, certainement 2 paralogues

supplémentaires (Ruffel, 2004).

Le gene récessiiotl de résistance au PVY et au TEV chez la tomate pode la
protéine elF4E1l (Ruffekt al., 2005) et représente donc l'orthologue du galfdE1-pvr2
chez le piment. Ce géne de résistance a été idewtiez I'espéce sauvage hirsutum
contrairement aux genes de résistance aux potyeires le piment identifiés chez les especes
cultivéesC. annuumet C. chinenseUn autre type de résistance aux potyvirus, deitea
spectre étroit (vis-a-vis d'une seule souche PV¥té&identifié chez une accession lde
hirsutum (LA1777) et 2 accessions de esculentum(Cervil et Microtom). Les genes de
résistance correspondants n'ont pas été identiféés se localisent au niveau du chromosome

3 dans la méme région génomique gueslF4E1

Le genreLycopersiconcomprend 9 espéces, toutes originaires de lamégidine du
Pérou et de I'Equateur, a I'exceptionldecheesmanigue l'on trouve exclusivement dans
I'archipel des Galapagos (Riekal.,1990). La tomate cultivéle. esculentuna été introduite
en Europe au XVI™ siécle. Nous disposons a I''NRA d'Avignon d'undlestion de
ressources geneétiques regroupant plus de 100Qésadé tomates provenant du monde entier,

dont un grand nombre de variétés traditionnelleadaises et des pays méditerranéens ainsi
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gue des accessions des 8 espéces sauvages amseeldépéece cultivde esculentumLes
especes deycopersionsont divisées en 2 groupes selon leur compaéhbilé reproduction
avec l'espece cultivde esculentunvar. esculentum le complexeEsculentunet le complexe
Peruvianum Parmi les 9 espéces, 7 appartiennent au compexdentuniL. esculentunlL.
pimpinellifolium L. hirsutum L. pennellii L. cheesmanjiL. chmielewskiiet L. parviflorum
et 2 au complexePeruvianum (L. chilense et L. peruvianum L'espece sauvage.
pimpinellifolium est I'ancétre direct dds. esculentum(Rick, 1979; Nesbitt and Tanksley
2002). L. peruvianumest d'un point de vue génétique et morphologidespéce la plus

distante de toutes les espéces du geyeepersicon

[11.4.2. Analyse du polymorphisme intraspécifique s genesy-elF4E

Les ADNCc des gendsy-elF4E] Ly-elF4E2et Ly-elF(iso)4Eont été amplifiés chez
les 20 accessions de esculentumSeules les données de séquence des intronst2, 8ee
Ly-elF4EletLy-elF(iso)4Eont été obtenues. L'ADNg dg/-elF4E2n'a pas pu étre amplifié
a cause de problémes d'ancrage des amorces Pdéhgdueur des ADNc varie de 603 a 669
nucléotides (Tableau I11.8). La position et la laegr des 5 exons sont conservées chez
I'ensemble des accessions. Les introns 2, 3 etaliseint de 811 a 1737 nucléotides pour Ly-
elF4E1 et Ly-elF(iso)4E respectivement, ont égatdmi@e structure parfaitement conservée

entre accessions.

La diversité nucléotidique des genkg-elF4E est tres faible, aussi bien dans les
régions codantes que non codantesgmpris entre 0,00029 et 0,00083;5 +- 0,00027 dans
les exons;t compris entre 0,00026 et 0,00086= +- 0,00042 dans les introns) (Tableau
[11.8). De plus, en comparant cette diversité aualeurs obtenues pour les 8 locus
indépendants, il apparait que tous les géryeslF4E présentent une diversité nucléotidique
similaire a la diversité globale du génome tleesculentumCes résultats confirment des
études réalisées a partir de marqueurs moléculguesnontrent que la diversité intta-
esculentunest treés faible (Miller and Tanksley, 1990; Spoagteal.,2005; Tamet al.,2007).
Cette réduction de diversité est la conséquence3dgsulots d'étranglements survenus au
cours de I'histoire des cultivars modernes : la etioation initiale, le transfert des variétés
vers |'Europe au XV siécle et les efforts de sélection moderne (Nesimtd Tanksley,

102



2002). La diversité des genkg-elF4E est donc encore plus faible que la diversité degeg
Ca-elF4EchezC. annuumce qui est cohérent avec la diversité globalen#atieure du
génome deé.. escultentunpar rapport a la diversité d€s annuum(Tam et al.,2005; Tamet
al., 2007).

Les tests d'écart a la neutralité pour les géryesIF4E1 et Ly-elF4E2 ne sont pas
significatifs a cause de la quasi-absence de palyheme de ces génes (une seule
substitution nucléotidique ; Tableau 111.9). Poer denelLy-elF(iso)4E une valeur der
inférieure a0,, et un D de Tajima négatif indiquent la présenae &xces de variants
alléliques rares (Tableau 111.8). En effet, unelseaccession (Mospomorist) présente tous les
SNPs détectés (Tableau I111.9). Un exces significi polymorphismes synonymes (par site
synonyme) par rapport aux polymorphismes non-syma&sy (par site non-synonyme),
indique que la majorité des substitutions non-synwes est éliminée par la sélection ; les 3
gened y-elF(iso)4E Ly-elF4EletLy-elF4E2sont sous sélection purificatrice.

[11.4.3. Phylogénie des géneky-elF4E

Les 50 accessions appartenant a 9 especkgabpersionspp. ont été utilisées pour
caractériser le polymorphisme inter-spécifigue dgenes Ly-elF4E Les arbres
phylogénétiques basés sur la séquence codanteedeslLg-elF4E et sur la séquence ADNCc
des locus indépendants, construits par la méthaigbNur-Joining, ont été comparés (Figure
[11.9).

PourLy-elF4E] Ly-elF4E2et les locus indépendants, les phylogénies sdréreates
par rapport a la taxonomie des espéced yimpersionspp. (Spooneat al., 2005). Ces
phylogénies correspondent également aux phylogétitsiues a partir de la distribution et
du polymorphisme de rétrotransposons chez la to(Mataet al.,2007). PouLy-elF(iso)4E
la phylogénie ne respecte pas la taxonomie ldeopersiconspp. Le nombre limité de
polymorphismes inter-spécifiques et les valeursbdetstrap tres faibles indiquant que les
groupes établis n‘ont aucune valeur taxonomiquerra@nt expliquer l'incohérence de cette

phylogénie.
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Pour lI'ensemble des genleg-elF4AE une tres forte proximité entre les accessions de
I'espéce domestiquée esculentunet de I'espéce sauvabe pimpinellifoliumest en accord

avec le statut de. pimpinellifoliumd'ancétre de I'espece cultivée.

[11.4.4. Polymorphisme interspécifique et résistane aux potyvirus chez

Lycopersiconspp.

Les substitutions détectées entre les protéineslE#E chez les 50 accessions de
Lycopersiconspp. sont répertoriées sur le tableau II1.10. STrobservations majeures
ressortent de ce tableau :

(i) les especes les plus polymorphes dorttirsutum L. chilenseet L. peruvianum
confirmant les résultats de phylogénie obtenusrérmbes séquences codantes des géges
elF4E (8 111.4.3).

(i) la séquence en acides aminés Ly-elF4E1 .desculentunCervil et Microtom,
accessions résistantes au PVY-LYEQO, differe deélguence des génotypes sensibles de la
méme espece par la substitution d'un seul acidenéarfD103E), suggérant que cette
substitution pourrait étre impliquée dans la résisé a spectre étroit. Deux autres accessions
possedent une protéine Ly-elF4E avec la substituddO3E (Sweetie et Gardener's Delight)
mais le phénotype de résistance/sensibilité au BYEIOV de ces génotypes n'est pas
connu.ll est a noter que le remplacement d'un acide tigparen acide glutamique n'induit
pas de changement majeur sur les propriétés biaphés de la protéine elF4E.

(i) L. hirsutumPI124 présentent des substitutions en acides ardengs les régions |
et Il impliquées dans la résistance aux potyvigénépotl). Les substitutions E26D et S79F
ne sont détectées que dans la séquence Ly-elF4E2 dhérsutum LAL1777, accession
résistante a la souche PVY-LYEQQV. Par alignemeestda séquences des protéines elF4E
impliquées dans la résistance, Ly-elF4E1-potl cleezomate, Ca-elF4E1l-pvr2 chez le
piment, Ls-elF4E-mol chez la laitue ou encore Pgieisbml chez le pois, il apparait que la
substitution S79F se localise au niveau de la régimpliguée dans la résistance. De plus,
cette substitution induit des changements de p¥FtE®i biochimiques importantda le
remplacement d'un acide aminé hydrophile en acwi@é hydrophobe possédant un cycle
aromatique. L'importance de cette substitution dan®sistance de LA1777 au PVY devra
donc étre confirmée par mutagénése dirigée etéalidr expression transitoire.
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[11.4.5. Recherche de sites sous sélection positive

Pour chaquelLy-elF4E les séquences codantes de toutes les accessmns d
Lycopersiconspp. ont été utilisées pour rechercher des sites sélection positive,
représentant de 201 a 222 codons. L'estimatiomueeles d'hétérogénéité entre codons, et
les tests permettant de les comparer sont indiguéde tableau 1ll.11. Les résultats des
modéles 0 et 1 d'hétérogénéité entre branchearbee’'montrent que le modele le plus simple
(MO0), ou toutes les branches évoluent selorwuilentique, semble le plus approprié aux
données au vu des valeurs de LRT obtenues. LesddRil les modéles M7 et M8, utilisés
afin d'identifier de la variation de entre sites, montrent que le modele M8, qui prend
compte la sélection positive, est plus adapté quenbddéle M7 pouly-elF4E1l et Ly-
elF(iso)4E En revanche, pour le géehg-elF4E2 le modele M8 est moins appropié que le
modele M7, indiquant qu'aucun site de Ly-elF4E2trseus sélection positive. Les valeurs de
® pour chaque site de Ly-elF4E1l et Ly-elF(is0)4E étét predites a partir du modele M8
(Tableau 111.12). Pour Ly-elF4E1, 3 sites présentere valeur de supérieure a 1 (49L, 60P
et 212L), dont un seul avec une probabilité sigtist supérieure a 95 %. Cette position
correspond a la substitution L49V présente chezcekssions deé. pimpinellifolium La
valine et la leucine sont 2 acides aminés tres h@®ad'un point de vue biochimique
présentant les mémes polarité et encombrementjsterPour Ly-elF(iso)4E, le seul site
prédit pour avoir um > 1 correspond a la position 77V R) = 0,997). Ce site correspond a
la substitution V77L présente chez 19 accessi@spdtes différentes. Ces résultats montrent
gue seulement 2 sites sont détectés sous sélpcatsiive chez Ly-elF4E1 et Ly-elF(iso)4E et

donc que la plupart des acides aminés des protéjned-4E sont contraints.

[11.4.6. Conclusions

Le génely-elF4E1 ne présente qu'un seul site sous sélection pesfiiv= 5),
contrairement au géneéa-elF4E1chez le piment ou 5 sites avec airsupérieur a 9 ont éte
identifiés. Le site sous sélection positive chgzelF4E1n'a pas de "lien" évident avec la
résistance aux potyvirus méme si le phénotype distabice des 4 accessions de
piminellifolium possédant cette substitution reste a détermimegéhnd._y-elF4E2présente le
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méme profil évolutif que le ger@a-elF4E2 avec I'absence de sites sous sélection posttive e
le profil de polymorphisme du geng-elF(iso)4Eest tres similaire au profil de diversité du
geneCa-elF(iso)4E L'ensemble des résultats obtenus indiquent cuigdaed y-elF4E chez

la tomate ne sont pas soumis a une pression detisal@ositive exercée par les potyvirus.
L'absence de pression évolutive exercée par cas siur les gendsy-elF4E signifie que les
mutations pour la résistance ne sont pas séleé&&mmu'elles n‘apportent pas d'avantage
sélectif significatif. Cette observation, couplée fait que la frequence des résistances
identifiées soit beaucoup plus faible chez la t@mgie chez le piment, indiquent que la
pression exercée par les potyvirus n'est pas $imitdhez ces 2 Solanacées. Ce point sera
abordé dans la discussion générale.

[11.5. Polymorphisme des geneglF4E chezA. thaliana

[11.5.1. Contexte

Malgré les nombreuses tentatives de clonage ddgrafits membres et/ou la
recherche d'EST de la famille multigénique elF4Ezcplusieurs espéceA, thalianaest la
seule dicotylédone pour laquelle nous disposondcegrau séquencage complet de son
génome, des séquences de l'ensemble des génes podardes protéines de liaison a la
coiffe : les 3 génes codant pour des protéineske(Pd-elF4E1, At-elF4E2 et At-elF4E3), le
gene codant pour l'isoforme elF(iso)4E spécifiqes glantes supérieures, et enfin le gene
codant pour une autre protéine de liaison a lafesoid NnCBP (new Cap Binding Protein).
Contrairement aux études décrites précédemment tb®zSolanacées, le profil de
polymorphisme de tous les membres de la familletigarique elF4E pourra donc étre

caractérisé.

Le TuMV est le seul potyvirus inféodé a la familles Brassicacées dont fait pakie
thaliana. D'autres potyvirus inféodés a d'autres famillesétalgs sont pourtant capables
d'infecter la plante modéle en conditions de latmira 1l s'agit du CIYVV, du TEV, du PPV,
du LMV et du WMV. Curieusement, et contrairemenk golanacées, aucune résistance
récessive aux virus identifiée dans la variabiig¢urelle dA. thalianan'apparait correspondre

au facteur elF4E (Decroocgqt al., 2006; Reverset al., 2003). La caractérisation du
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polymorphisme de ces génes dans la variabilitérelieudécrite dans ce chapitre contribuera

donc a confirmer, ou pas, cette observation.

Méme si au niveau international les travaux sumgkses du complexe d'initiation de
la traduction portent principalement sur des aspdoinctionnels, notammentia la
caractérisation de mutantsAd'thaliang peu de choses sont encore connues sur le réle
respectif de chacune des protéines elF4E dansadudiion des ARNm ou dans d'autres
fonctions cellulaires clés. Ainsi, en plus de llexation de la diversité A. thalianapour les
geneselF4E et de la recherche d'alléles naturels de résistanx potyvirus, cette étude a
pour objectif de contribuer a la caractérisatiorr@e de la redondance de ces genes, a la fois
pour les fonctions cellulaires de la plante hoétepetir l'interaction potentielle avec les

potyvirus.

[11.5.2. Polymorphisme intraspécifique des geneat-elF4E

Les ADNg des gene#t-elF4E] At-elFAE3 At-elF(iso)4E et At-nCBP ont été
amplifiés chez les 48 accessions de la core caledA. thalianade McKhann (2004) et
chez les accessions Col-0 et WS. En revanche, [jAD&At-elF4E2n'a pu étre amplifié que
chez 33 des accessions de la core collection,Gxi® et WS. Toutes les données présentées
ci-apres présentent donc les résultats de polynmmghobtenus sur un échantillonage réduit

a 35 accessions au lieu des 50 initialement prévues

La longueur des ADNg séquencés pour leAteelF4E varie de 1420 a 1645
nucléotides (Tableau I11.13). Les structures exotr@ns sont conservées chez I'ensemble des
accessions : 5 exons et 4 introns pAuelF4E] At-elFAE2 At-elF4E3et At-elF(iso)4E et 6

exons et 5 introns poudt-nCBP.

Tres peu d'indels et de sites nucléotidiques polpimes ont été détectés et les SNP se
trouvent majoritairement dans les introns (Tablddul3). La diversité nucléotidique
moyenner varie, en fonction des génes, de 0,00047 a 0,0235%/- 0,00101 dans les exons
et de 0,00148 a 0,07095= +/- 0,00299 dans les introns. Les analyses par fenglissantes
montrent clairement que la diversité nucléotidigoeyr tous les genest-elF4E est faible
bien que plus élevée dans les introns que damextess (Figure [11.10).
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Comme précédemment et afin de déterminer si lersité nucléotidique observée est
représentative de la diversité globale du génoetdaliang ces données de polymorphisme
ont été comparées aux valeurs obtenues pour ldecli8 indépendants (McKharet al.,
2004). La diversité nucléotidiquemoyenne de ces locus est de 0,0047 (de 0,001maa),

o = +/- 0,0038) (Tableau l111.13). Ainsi, a lI'exception AeelF4E2 tous les géneAt-elF4E
présentent une diversité nucléotidique relativenfi@ibte mais qui ne se différencie pas de la

diversité observée aux 10 locus indépendants.

[11.5.2.1. Pression de sélection purificatrice slgs géne#t-elF4E1L, At-
elF4E3, At-elF(iso)4E et At-nCBP

Les valeurs de inférieures aux valeurs dig, dans le cas des gend&telF4E] At-
elF4E3 At-elF(iso)4Eet At-nCBP(Tableau 111.13) indiquent un manque de polymospies
equilibrés, c'est-a-dire un exces de variantsiqllék rares. Ces résultats concordent avec la
distribution des fréquences alléliques estimée &teaccessionsAl' thalianapar Nordborg
et al. (2005) (Figure 111.11.A). Le calcul de l'indice d® Tajima par DnaSP permet en théorie
de tester I'hypothése nulle de neutralité séle¢iz®). Les travaux de Nordbogg al. (2005)
décrivant la variabilité du génomeAdthalianaont montré que la neutralité chez cette espece
ne correspondait pas a D=0 mais qu'elle était dénégativement (Figure 111.11.B). D'aprés
le test de sélection standard effectué sous DraSRe peut donc rien conclure des valeurs de
D négatives obtenues pour les gemdselF4E] At-elF4E3 At-elF(iso)4E et At-nCBP
(Tableau I11.13). Les valeurs de Nordbaeg al. (2005) n'ont pas été calculées a partir du
méme échantillon d'accession8.dhalianaque celui utilisé au cours de notre étude, rendant
impossible la comparaison de nos données. L'engedebtes résultats montre tout de méme
que le polymorphisme des genes-elF4E]l At-elF4E3 At-elF(iso)4E et At-nCBP
correspond a la diversité globale observée ohethaliana. Les exces d'alleles rares en
frequence extréme et de singletons seraient liBsxpansion démographique récente de la

population dA. thaliana(Nordborget al.,2005).

Pour les genedAt-elF4E3 At-elF(iso)4E et At-nCBP, un exces significatif de
polymorphismes synonymes (par site synonyme) papa aux polymorphismes

nonsynonymes (par site nonsynonymej, /(ns < 1, Tableau III.13, Figure I11.12) est
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observé, indiquant que les quelgues substituti@tesctées dans les séquences nucléotidiques
sont essentiellement synonymes. Ces valeurs indiggee ces genes sont soumis a une

sélection purificatrice.

En revanche, le rapport entre le taux de subgiitatinonsynonymes et le taux de
substitutions synonymes est supérieur a 1 pourie §t-elF4E1 (Tableau 111.13, Figure
[11.12). Ce résultat est cependant modulé par @ex tde polymorphismes extrémement
faibles : 2 substitution synonymes contre 3 norsaymes, suggerant qu'une pression de

sélection purificatrice s'exerce sur la protéineelR4E1.

[11.5.2.2. Pression de sélection balancée sur lengé\t-elF4E2

Le geneAt-elF4E2se distingue des autres membres de la famille gémitue elF4E.
Son niveau de polymophisme nucléotidique est deseé aussi bien dans les exons que dans
les introns. Les valeurs deinférieures aux valeurs dg ainsi qu'une valeur de D de Tajima
tres positive indiquent un exces de variants eguigéce équilibrée (Tableau 111.13). L'exces
significatif de polymorphismes synonymes par rappox polymorphismes non-synonymes
indique que la protéine At-elF4E2 est contraintab(€au 111.13, Figure 111.12).

Plusieurs hypothéses sont avancées pour expliceieexces de polymorphismes
synonymes :

(i) At-elF4E2correspond a un pseudogene peu exprimeé ou "natidanel" dans les
cellules de la plante en comparaison avec les saagiaesAt-elF4E Cette hypothése est
rejetée par la valeur de / ns inférieure a 1 qui indique que la protéine estticnte par la
sélection, donc probablement importante.

(i) ce gene est un point chaud de recombinaison téaise par un taux de mutation
local élevé. La valeur de D de Tajima positiveestdux de Gg(pourcentage de nucléotides
G et C a la troisieme position des codons) semblabk autresat-elF4Evont a I'encontre de
cette hypothese.

(iii) de la sélection balancée agit sur le gatrelF4E2comme suggéré par la valeur
de D de Tajima tres positive. La sélection balamp=ié en effet maintenir un exces d'alleles a
des fréquences intermédiaires sur de tres longéesdes de temps. Chéz thaliang les
analyses de génétique des populations montrentlajustlection balancée est la force
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prédominante qui agit pour maintenir a la fois disles de résistance et de sensibilité aux
agents pathogénes. Ce maintien des polymorphisissne@ serait d0 a de la sélection
fréequence dépendante : dans le cas des interatt@as-agents pathogénes, la frequence de
I'allele de résistance dépend de la fréquenceatield’ d'avirulence, donc de la fréquence de
certains génotypes dans chaucune des 2 populdEdisset al.,1999; Stahkt al.,1999; Tian

et al., 2003). Dans le cas du geAg-elF4E2 la nécessité du maintien de ce grand nombre
d'alleles en fréquence équilibrée demeure inconoae,rien a ce jour n'est connu sur la
spécialisation fonctionnelle de ce facteur chezplastes ou sur son implication potentielle

dans la résistance aux virus.

[11.5.3. Recherche de sites sous sélection positive

Pour chaquét-elF4E les séquences codantes de toutes les acces$wabidopsis

(A. thalianaet A. lyrata) ont été utilisées, représentant de 206 a 241nsoddestimation des
modeles d'hétérogénéité entre codons, et lespgestettant de les comparer sont indiqués au
tableau lll.14. Les valeurs de LRT obtenues monimere le modéle M8, qui prend en compte
la sélection positive, est moins approprié que telée M7. Le résultat des modeles 0 et 1
d'hétérogénéité entre branches de l'arbre montremtle modele le plus simple (M0O), ou
toutes les branches évoluent selorwudentique, semble le plus adapté aux donnéeslesur
genesAt-elF4Eau vu des LRT obtenus. Cette analyse met en éwdene absence de sites

sous sélection positive.

[11.5.4. Substitutions en acides aminés identifieedans les 5 protéines At-
elF4E

Les substitutions en acides aminés détectéesldanmotéines At-elF4E1 (A40V et
N211K) ne correspondent ni aux acides aminés astepour la stabilité des protéines elF4E
ou pour la reconnaissance de la coiffe des ARNmaux sites montrés comme étant

impliqués dans la résistance aux virus a ARN chsplantes (Figure 111.13).
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Les mutations dans les protéines At-elF4E3, Atisth4E et At-nCBP se trouvent a
I'extrémité N-terminale, partie connue pour étrelias variable des protéines elF4E, toutes
especes confondues (Figure 111.13; Joshial., 2005). Ces résultats suggerent que les
substitutions en acides aminés détectées n‘'onnhaoqact sur la fonction de traduction des

ARNmM ou une implication quelconque dans la réstsaux potyvirus.

Seize substitutions en acides aminés ont éte tdéechez At-elF4EZTrois d'entre
elles touchent des acides aminés importants postalailité de la structure de la protéine
(F75, D170 et 1175). Le fait que des mutations rsoietrouvées au niveau des acides aminés
essentiels pour la fonction de traduction des ARpeTmet d'émettre I'hypothese que At-
elF4E2 pourrrait étre impliguée dans d'autres fonet cellulaires chez les plantes. Par
alignement avec la séquence de At-elF4E1, on peutjue 3 de ces substitutions se trouvent
dans les régions | et Il identifiées chez la forelE4E1l impliquées dans la résistance aux
potyvirus chez plusieurs espéces vegétales (FBetl85120; Figure 111.13). Ces résultats
indiquent que la protéine At-elF4E2 pourrait poiigment étre impliquée dans la résistance

aux virus.

[11.5.5. Recherche de combinaisons d'allelest-elF4E de résistance aux

potyvirus

Dans l'objectif de déterminer si la combinaisorsdbstitutions en acides aminés dans
les différentes protéines At-elF4E pourrait avoirrdle dans la résistance aux potyvirus, les
35 accessions Al thalianaont été regroupées en 13 "polyhaplotypes protéiquees 13
variants alléliques ont été constitués a partirdiférentes combinaisons de substitutions en
acides aminés détectées pour les 5 protéines AEelffableau 111.15). Les accessions
appartenant a un polyhaplotype donné codent doaclps mémes 5 protéines de liaison a la
coiffe. Il est a noter que 7 polyhaplotypes ne smmistitués que d'une seule accessién d'
thaliana Deux accessions représentatives de chacun dgsolyBaplotypes (quand c'est
possible car 7 polyhaplotypes sont constitués dd@ude accession) ont été testées pour leur
résistance a 3 potyvirus : CIYVV, TuMV et WMV. Leésultats obtenus par DAS-ELISA
et/ou RT-PCR montrent qu'aucune accession ne mamgerésistance de haut niveau au
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TuMV et au CIYVV. En revanche, 3 accessions (190RYAV et 166AV) sont totalement
résistantes au WMV (Figure 111.14).

L'accession 190AV appartient au méme polyhaplotype 236AV, qui n'est résistant
a aucun des 3 potyvirus testés (Tableau Ill.15qd€idll.14). Dans ce cas, nous pouvons donc
conclure que les combinaisons de susbtitutionscefes aminés détectées dans les protéines

At-elF4E de 190AV ne sont pas impliquées dans énptype de résistance au WMV.

La séquence en acides aminés de At-elF4E2 dession 21AV (qui constitue a elle
seule un polyhaplotype) est 100 % identique admeéce protéique At-elF4E2 de l'accession
190AV (Tableau I11.15). D'apres les conclusionglessus sur I'absence de corrélation entre
les substitutions dans les protéines At-elF4E2eepHénotype de résistance au WMV de
190AV, on peut affirmer que les mutations dans tatgne At-elF4AE2 ne sont pas
responsables du phénotype de résistance au WM¥aes$sion 21AV. Cette accession est la
seule présentant des substitutions en acides amings/eau de la protéine At-elF4E1, mais
ces mutations ne se localisent pas dans les réegmpiguées dans la résistance. Il est donc
fortement probable que la résistance observéeihpa®liée au polymorphisme de séquence
obervée chez At-elF4EL.

L'accession 166AV, egalement unique accession éseptative de son
polylyhaplotype, code pour la méme protéine At-8BlE4ue les accessions 200AV et 91AV,
qui ne sont pas résistantes au WMV (Tableau Ill.Efure IIl.14). En revanche, la
substitution P49Q dans la séquence en acides amii@g-elFAE3 n'est présente que chez
166AV, rendant cette position possiblement impl&déans la résistance. L'accession 166AV
correspond a Cvi-0 qui a été montrée comme étartdssion la plus divergente par rapport
aux autres accessiondthaliana(Schmidet al., 2003). Cela pourrait expliquer pourquoi
elle possede ce polyhaplotype unique différentades les autres accessionA. dhaliana
Le polymorphisme observé correspondrait donc platd@tes signatures de type "especes-

spécifique" qu'a des substitutions reliées a lstasce aux potyvirus.
Ces analyses ne permettent donc pas de reliererdant la variation allélique

observée au sein de la famille multigénique At-&F&vec une résistance a l'un des 3

potyvirus testés.
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l11.5.6. Phylogénie et polymorphisme interspécifiqe des geneét-elF4E

Les 35 accessionsAd'thalianaont été utilisées pour caractériser le polymonpleis
intraspécifique etA. lyrata ssp lyratacomme groupe externe afin d'estimer la divergence
interspécifique des genedF4E La théorie neutraliste moléculaire prédit que lEsis les
plus variables au sein d'une espece sont ceux guoiremt le plus de variation entre especes
(la diversité est générée par la mutation uniquéraele taux de mutation neutre est constant
au cours du temps). Les résultats du test HKAisatippour comparer les niveaux de variation
intra- et inter-spécifique, sont indiqués au tabld&16. Le modele neutraliste s'ajuste trés
étroitement a nos données : les logiieIF4E]L At-elF4E3 At-elF(iso)4Eet At-nCBP, peu
variables au sein dés thaliang sont également peu divergents ewtreéhalianaet A. lyrata
et le locusAt-elF4E2est a la fois le plus variable au sein de I'espedbalianaet entre les
especesA. thalianaet A. lyrata La comparaison des arbres phylogénétiques basék s
séquence codante des geAeIFAE et ceux basés sur les ADNGF4E amplifiés chezA.
lyrata, construits par la méthode de Neighbour-joiningntrent que toutes les accessiéns

thalianase regroupent dans un méme phylum bien distintesigeceA. lyrata

Les arbres phylogénétiques basés sur la séquedeate des 5 gendd-elF4E chez
les 35 accessionsAd'thalianaet sur la séquence codante des locus indépenaamsIF4E,
construits par la méthode de Neighbour-joining, et comparés (Figure II.15). Les
phylogénies obtenues a partir des données At-eledlies locus non-elF4E sont tres
différentes puisqu'aucun groupe d'accessions conantra les 2 arbres ne peut étre identifié.
L'incompatibilité peut étre due a différents facguels que des événements "d'allele sorting"”
qui se caractérisent par des polymorphismes pargée accessions tres proches ou des flux
de genes. Les représentations radiales permetenvédfier la cohérence de chaque
phylogénie indépendamment. Une phylogénie logiquagit sous la forme d'une étoile : un
point central correspond a I'ancétre commun arpdutjuel divergent les especes filles. Cette

représentation est respectée pour les gatiet-4Eet les locus non-elF4E (Figure 111.15).

L'incohérence des phylogénies intra-spécifiqueg pexpliquer par le tres faible taux
de polymorphisme détecté entre les difféerentes ssomes dA. thaliana Sur la base des
séquencest-elF4E, il apparait clairement que toutes les accesslonBalianautilisées dans

cette étude se regroupent dans un phylum biemdiste I'especA. lyrata
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[11.5.7. Conclusions

Ce travail a permis la caractérisation des prafi&s/olution moléculaire de tous les
membres de la famille multigénique elF4E cAezhaliana L'analyse du polymorphisme des
5 genedt-elF4Echez les 35 accessions issues d'une core coligefiwésentant le maximum
de la diversité existante chez cette espéce a énqut les genest-elF4E] At-elF4E3 At-
elF(iso)4E et At-nCBP étaient sous pression de sélection purificatricéve@u de
polymorphisme trés réduit et substitutions nonsynues tres inférieures aux subsitutions
synonymes). En revanche, le géeAtelF4E2 présente des taux de polymorphismes plus
élevés et une valeur de D de Tajima trés posisuggérant qu'une pression de sélection
balancée s'exercerait sfit-elF4E2(exces de polymorphismes en fréquence équilibfees.
résultats indiquent donc qu'au moins 4 des 5 gAtesF4E sont tres conservés, la sélection
négative empéchant les mutations de se fixer, appuihypothése que chacun des membres
de cette famille multigénique serait maintenu pasdlection. Pour At-elF4E2, I'apparition de
mutations touchant les acides aminés impliqués tastabilité de la structure des protéines
elF4E suggere que ce gene se speécialiserait Viemelrait dans d'autres processus que la
traduction des ARNm. Il est a noter gaéelF4E2 et At-elF4E3 issus d'une duplication
récente et séparés de seulement 7 Kb, présentenprdéls d'évolution trés différents.
L'acquisition d'une spécialisation fonctionnelleup@dt-elF4E2 semble donc postérieure a
I'éevénement de duplication. Dans ce cas, I'évaluéio sein de la famille multigénique At-

elF4E aurait donc favorisé la différenciation eméedifférentes copies elF4E.

La recherche d'alléles naturels de résistance atyipus correspondant a At-elF4E
s'est avérée infructueuse. En effet, les quelqubstitutions en acides aminés détectées ne
semblent pas étre impliquées dans la résistanke thaliana au WMV. Ces résultats
confirment donc que les résistances récessives Bhehaliana ne sont pas liées a du
polymorphisme au niveau des gemdseIFAE méme si le cas de l'accession 166AV reste a

élucider.
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Chapitre IV

Vers la caractérisation du réle fonctionnel
des différents facteurs elF4E



IV.1. Introduction

Toutes les protéines elF4E ch&zthaliana (At-elF4E1L, les protéines At-elF4E2 et
At-elF4E3 codées par des géenes en tandem séparéKlueAt-elF(iso)4E et la nCBP), chez
la tomate (Ly-elF4E1, Ly-elF4E2 et Ly-elF(iso)4E)cbez le piment (Ca-elF4E1, Ca-elF4E2
et Ca-elF(is0)4E) apparaissent trés contraintass gmrte sélection purificatrice. Le maintien
au cours de I'évolution de I'ensemble de ces pguak au sein de chaque famille végétale
suggere que chacun aurait acquis une spécialisé&inctionnelle dans les cellules de la

plante.

Chez les mammiferes, elF4E est un oncogéne sunegaians de nombreux cancers
(Clemenset al., 1999); de nombreuses études se sont donc focabsgece facteur. En plus
de son role dans l'initiation de la traduction pleurecrutement des ARNm, plusieurs travaux
ont montré qu'une fraction significative de pro&&irelF4E (environ 68 %) se trouvait dans le
noyau afin de réguler I'export d'/ARNmM spécifiquasndyau vers le cytoplasme (Culjkowt
al., 2005). elF4E pourrait également jouer un role danséquestration des ARNm et la
stabilité des corps P cytoplasmiques (Ferrai@tlal., 2005). Une récente étude suggére que
elF4E gouvernerait la progression du cycle celtalagt la prolifération cellulaire en
coordonnant I'expression de plusieurs genes awamigest-transcriptionnel (Culjkovit al.,
2007). elF4E apparait donc étre un facteur pléguop impliqué dans des processus

cellulaires clés chez les mammiféeres.

Les études fonctionnelles concernant ce facteur [dseplantes se sont restreintes aux
genes et aux protéines elF4E1l et elF(iso)4E (duphlicipalement). elF(iso)4E est une
protéine spécifique des plantes supérieures. elledE1F(iso)4E se fixent préférentiellement
aux protéines elF4G et elF(is0)4G respectivementr gormer les complexes elF4F et
elF(iso)4F impliqgués dans linitiation de la tradon des ARNm (Browninget al., 1987;
Browninget al.,1992; Laxet al.,1985). La conservation de ces 2 complexes chgzdeses
suggere l'acquisition d'une spécialisation foncetale pour chacun d'entre eux. En effet, chez
le blé, elF4F permet préférentiellement la traductd’ ARNm présentant des structures
secondaires en 5’ et des ARNm non coiffés et/oistiamiques alors que elF(iso)4F traduirait
préférentiellement des ARNm avec des structuresaiies et des coiffes hyperméthylées

(Gallie and Browning, 2001). Des expérienaewitro etin vivo chez le mais montrent que
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elF(iso)4F se localise au niveau des microtubllessociation de la proéine elF(iso)4E aux
microtubules pourrait simultanément permettre dlerrkles composants de la machinerie de la
traduction au cytosquelette et de réguler la disiposdes microtubules dans les cellules de la
plante (Bokroset al.,1995). Les géneslF4E2 et elF4E30nt été identifiévia le séquencage
complet du génome A’ thaliana lls ne sont séparés que de 7 kb sur le chromodoete
seraient donc issus d’'une duplication récente. Aadnformation concernant leur expression
transcriptionnelle et traductionnelle n'a été pébla ce jour; leur rdle biologique dans les
O0000000doouoooooooonooounooooooooooouCogooooooong
uoo0o000ooDooDou0oDooDooDooouDooDooDooooatte famille
multigénique car elle est capable d'interagivitro avec la coiffe des ARNm et elF(is0)4G
pour initier la traduction d’ARNm coiffés (Ruuet al., 1998). En revanche, comme pour
elF4E2 et elF4E3, son rble vivo dans la traduction n’a jamais été démontré. R199g)
suggere que la nCBP pourrait avoir un réle de sicpteon des ARNm afin de ralentir ou
d'empécher leur traduction. Le réle des différefeses elF4E chez les plantes reste encore
largement incompris mais le maintien de ces pregimomologues suggere fortement qu'il
existe une fonction "forme-spécifique” (Duprat al., 2002; Rodriguezet al., 1998).
L'acquisition d'une spécialisation fonctionnellaupahaque forme elF4E pourrait permettre,
comme chez les mammiféres, un contréle différenédla traduction, de I'export nucléaire ou
de la séquestration des ARNm. Elle correspondrkégicquisition d'un niveau supplémentaire
de régulation de I'expression des génes, avantageux des organismes dont le
développement est complexe.

Pour aller plus loin dans la compréhension de fatfon de chacun de ces facteurs,
une étude moléculaire préliminaire a été initicmamt a caractériser les profils d'accumulation
des 5 transcritelF4E chezA. thaliana Cette premiére étape dans la compréhension de la
régulation des membres de la famille elF4E a pbjeabif de déterminer si les 5 gerd&4E
ont une expression ubiquitaire ou plutét tissu-djgee chezA. thaliang et s'il existe des
differences d'accumulation entre les différents ARNDans cette étude, les niveaux
d'accumulation des transcrigdF4E de I'accession Col-0 Al' thalianasont donc comparés
entre eux et entre plusieurs organes vegeétatitslléfie jeunes ou agées, racines et tiges) et
reproducteurs (fleurs) par RT-PCR semi-quantitapivies par RT-PCR quantitative en temps
réel pour affiner les résultats obtenus par la prearméthode.

En complément de cette analyse transcriptionnde,capacité des différentes

protéines elF4E du piment eAdthalianaa restaurer la croissance de levures délétéeside le
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géneelF4E et donc leur capacité a initier la traduction d&dNm, rbéle "premier" de ces
facteurs dans les cellules, a été testée par deériercesin vivo de complémentation
fonctionnelle dans une levure délétée de son gdR4E Jusqu'a présent, cette capacité
n‘avait été vérifiee chez les plantes que poupteines elF4E1 et elF(iso)4EAdthaliana
(Rodriguezet al.,1998) et avait permis de montrer que 5 des 8 fomie4E identifiées chez
la drosophile étaient capables d'initier la traductsuggérant une redondance fonctionnelle

de ces différentes copiesvivo (Hernandezt al.,2005).

V. 2. Matériel et méthodes

IV.2.1. RT-PCR semi-quantitative

Une transcription inverse (RT) est réalisée a pd#iRN de feuilles en croissance, de
feuilles vieilles, de tiges et de racines de I'ast@ Columbia Col-0 4. thaliana La qualité
de ces ARN a été vérifiée sur gel dénaturant etdencentration ajustée. Les conditions de
RT et de PCR sont décrites dans lI'annexe 7. Seudrtéore de cycles d'amplification varie :
20, 25, 30, 35 et 40. Les séquences des amordisgeagisont données dans le tableau IV.1.
Le témoin PCR est un gene codant pour le factéordjation eFd, qui s'exprime dans tous
les tissus de la plante et qui montre une bonnalittéad'expression (Nicoet al., 2005).
Toutes les PCR ont été réalisées dans le méme dhgctaur (Eppendorf, Hamburg,
Germany). Les produits PCR obtenus sont visuaségel d'agarose 1% dans du tampon
TAE 1X (Tris 40 mM; Acétate de sodium anhydre 8 mMBM)TA 1 mM) sous ultraviolets

aprés un bain de bromure d'éthidium (BET).

IV.2.2. RT-PCR guantitative

La technique de RT-PCR quantitative permet la dfieation relative du niveau
d'expression d'un gene cible par rapport a celui déne de référence. Le principe de cette
technique est basé sur la détection de I'ampliféat-synthétisé apres chaque cycle de PCR.

Les témoins utilisés dans toutes les expérienaasia® génes codant pour la protéine histone
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1 et pour la GAPDHA (Glycéraldéhyde-3-Phosphate hpdsogénase A Ces genes de
ménage montrent une bonne stabilité d'expressios tas les organes de la plante.

Une transcription inverse (RT) est réalisée a pdiRN de feuilles en croissance, de
feuilles vieilles, de tiges, de racines et de #ede I'accession Columbia Col-@dthaliana
La qualité et la quantité des ARN ont été estingéegel dénaturant et au spectrophotometre
a 260 et 280 nm. Les ARN sont traités a la RQ1 RMiese DNase (Promega, Madison, WI,
USA) selon le protocole du fournisseur pour élimih&DN résiduel aprés extraction. Les
concentrations en ARN sont ajustées apres traiteen&®00 ng/uL. L'étape de transcription
inverse suit le protocole décrit dans I'annexe e damme de dilution a partir d'un mélange
équimolaire de I'ensemble des ADNCc est alors &al{25 pL de chague ADNCc, dilutions aux
1/2, 1/10, 1/20 et 1/100). Les PCR quantitativetsédéd réalisées sur l'appareil gPCR Mx3005
(Stratagene, Amsterdam, The Netherlands) aved BY8R® Premix Ex Taq™ Perfect Real
Time (Takara, Otsu, Shiga, Japan). Les conditiam$@R sont issues du protocole adapté
aux appareils Mx3000P du fournisseur Takara®. Rmer réaction de PCR avec un volume
final de 20 pL : 10 pL de SYBR® Premix Ex Tag™ (2X)4 uL de chacune des amorces
(10 pM) et 2 pL d'’ADNc sont mis en mélange. Chapglague PCR 96 puits contient les
génes témoins, la gamme de dilution en duplicaés€chantillons d'ADNc a amplifier en
triplicat. Les amorces utilisées sont répertordess le tableau I1V.1. Apres 30 s a 95°C pour
activer I'enzyme, l'amplification est effectuée ghem 40 cycles successifs comprenant les
étapes de dénaturation (10 s a 95°C), d'hybridg@2éns, de 50°C a 57°C en fonction des
géenes amplifiés) et d'élongation (20 s a 72°C).fluarescence est détectée aprés chaque
cycle. Suite a la réaction d'amplification, une méenen température, de 55 a 95°C, a raison
d'une augmentation de 1°C par 30 s, est realiséalaftracer la courbe de fusion qui permet
de vérifier l'unicité du produit amplifié. Les rédisis sont analysés avec les logiciels MxPro
(Stratagene, Amsterdam, The Netherlands) et Rest@faffl et al.,2002). Ces expériences
ont été réalisées indépendamment sur deux réphoaitsgiques distincts. Les valeurs brutes
de Ct (nombre de cylces PCR nécessaires pour citpmal significatif de fluorescence
associé a une amplification soit détecté dansdigilon) des genes témoins par rapport aux
genes d'intér&l|F4E seront comparées pour quantifier le niveau retédikpression des genes
elF4E
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IV.2.3. Test de complémentation fonctionnelle dana levure

Le protocole est le méme que celui décrit dansdlarl. L'ADNc codant pour les 5
génexlF4EdA. thalianaCol-0 et les 3 genedF4E deC. annuumYolo Wonder a été cloné
dans le vecteur glucose-dépendant p424GBP/TRPXr(céxe 8). Les levures JO55 (cf
annexe 5) sont ensuite transformées par choc theemi(l5 min a 42°C). Apres
transformation, les levures sont étalées sur ma@ide sélectif contenant 2 % de glucose.
Les boites sont incubées 10 jours a 30°C. Si legds poussent, on pourra en conclure que la
protéine elF4E exogene introduite complémentetedasc fonctionnelle.

V. 3. Résultats

IV.3.1. Etude de I'accumulation des transcritelF4E chezA. thalianapar

RT-PCR semi-quantitative

Les analyses d'accumulation des transcrits cornelgm aux geneét-elF4E] At-
elF4E2 At-elFAE3 At-elF(iso)4E et At-nCBP ont été effectuees par RT-PCR semi-
quantitative en utilisant comme matrice des ARMauat issus de feuilles jeunes, feuilles
vieilles, racines, tiges et de fleurs. Le témoisipbutilisé dans ces expériences est le gene
codant pour le facteur ektexprimé constitutivement dans la plante : les AReF 1o sont
détectés a partir du 9% cycle de PCR dans les feuilles jeunes, les racipsstiges et les
fleurs et & partir du 28°cycle dans les feuilles vieilles (Figure IV.1).UBoles transcritét-
elF4E sont présents dans I'ensemble des orgafigslans les feuilles jeunes, les racines, les
tiges et les fleursAt-elFAE] At-elF4E2et At-elF4E3sont détectés a partir du*30cycle de
PCR alors que dans les feuilles vieilles, ils net sdsibles qu'a partir du 38°cycle, (i) At-
elF(iso)4Eet At-nCBPsont amplifiés dés le 28°cycle dans les feuilles jeunes et seulement &
partir du 36™cycle dans tous les autres organes.

Parmi les organes testés, il semble donc que éesdritsAt-elF4E s'accumulent

majoritairement dans les feuilles jeunes et miaoaent dans les feuilles vieilles. Si on

compare visuellement les niveaux d'accumulation tiasscrits At-elF4E entre eux,At-
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elF(iso)4Eet At-nCBPprésentent des niveaux d'accumulation plus élguést-elF4E] At-
elFAE2et At-elF4E3

IV.3.2. Etude de I'accumulation des transcritelF4E chezA. thaliana par
RT-PCR quantitative

IV.3.2.1. Génes témoins et controles de PCR

Afin de mieux caractériser I'expression des g&tesiF4Een fonction des organes de
la plante, une étude par RT-PCR quantitative erpsenéel a été realisée sur les mémes
organes que ceux décrits précédemment pour legienpés de RT-PCR semi-quantitative.
Afin d'homogénéiser les températures d'hybridagatre les différents genes amplifiés, le
gene témoireFlo a été remplacé par 2 autres génes, I'un codamntlgquotéine histonel et
l'autre pour la GAPDHA. Les valeurs brutes des @jc(e threshold) détectées pour ces 2
géenes chez les 5 organes pour I'ensemble des enxpesi réalisées sont représentées sur la
figure IV.2. Ces données montrent une bonne stahiliexpression des génkeistone let
GAPDHA dans tous les organes de la plante au cours dedriences successives sur 2
réplicats biologiques distincts. Avant toute anelysefficacité et la répétabilité de nos
résultats ont été vérifiées. Toutes les donnéemnabs au cours des expériences de RT-PCR
guantitative sont exploitables car toutes les valelefficacité sont comprises entre 90 et 107
% et les coefficients de corrélation (indiquaniesi points de la gamme de dilution, réalisée a
partir d'un mélange équimolaire de tous les ADNat dien linéaires) sont tous supérieurs a
0,985. Les courbes de fusion permettent de vétitiercité du produit amplifié (Figure 1V.3).
Les résultats obtenus sont ensuite analysés avegiteéel Rest (Pfafflet al., 2002). Un test
de randomisation, qui prend en compte a la foissédsurs de Ct brutes et les efficacités de
PCR des genes témoins et des genes d'intérét, ppeéenggiantifier les differences de niveaux

d'expression des différents transcrits.
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IV.3.2.1. Comparaison des niveaux d'accumulationsdeanscritselF4E

entre organes

Les trancrits des 5 genés-elF4Esont de 4 a 570 fois plus exprimés dans les racine
gue dans les autres organes testés (Figure IVed)nlveaux d'accumulation des transakits
elF4E les plus faibles se trouvent dans les feuillesedg®ans les tiges, les feuilles en
croissance et les fleurs, les transcAtseIF4E sont retrouvés en proportion équivalente. Les
genesAt-elF4Esont donc fortement exprimés dans les organes ayanactivité métabolique
intense comme les racines, et beaucoup moins dansssus agés. Ces analyses confirment
donc les résultats préliminaires qui avaient étieris par RT-PCR semi-quantitative en ce

qui concerne la plus faible expression des tratsstielF4Edans les feuilles vieilles.

IV.3.2.2. Comparaison des niveaux d'accumulationsde transcritselF4E

Comme toutes les PCR quantitatives réalisées ar pdittn méme échantillon
biologique ont des efficacités tres similaires,ail été possible de comparer le niveau
d'expression des 5 géngselF4E(Figure IV.5).

Dans tous les organes, les 2 transcits majoritapasAt-elF4Elet At-elF(is0)4E: At-
elF4E1l est de 1,25 a 203 fois plus exprimé que les awegmesAt-elF4E tout organe
confondu;At-elF(iso)4En'est sous-exprimé que de 1,5 a 2 fois par ragpAttelF4EL Ce
facteur de différence d'expression trés faibleechtrelFAE1let At-elF(iso)4Ene permet pas
de conclure sur I'existance d'une réelle différeti@ecumulation entre ces 2 transcrits.

Les transcrits minoritaires soAt-elF4E2et At-elF4E3: At-elF4E2apparait le moins
exprimé, avec un niveau d'accumulation de 1,3 af@83nférieur aux autret-elF4E, et ce
dans tous les organes de la plateplF4E3 a des niveaux d'accumulation identiques au
transcritAt-elF4E2dans les racines, les fleurs et les feuilles agéasipérieurs d'un facteur
10 dans les feuilles jeunes et les tiges.

Le niveau d'accumulation du transchit-nCBP est intermédiaire, soit environ de 3 a
10 fois moins exprimé quit-elF4Eldans tous les organes.

Contrairement aux résultats obtenus par RT-PCRi-geantitative, At-elF4E1
apparait tout autant voir plus exprimé diteelF(iso)4Eet le transcridt-nCBPsemble moins
exprimé queAt-elF(iso)4E En revanche, les résultats de RT-PCR quantitatbwéirment que
At-elF4AE2et At-elF4E3représentent les ADNc les moins exprimés dhethaliana
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IV.3.3. Complémentation fonctionnelle dans la levug JO55

Afin de tester la fonctionnalité vivo des 5 protéines elF4E chAz thalianaet les 3
protéines elF4E che2apsicumspp., des expériences de complémentation fonalitendans
une levure délétée de son g&tle4E (JO55) ont été réalisées.

Les transcritAt-elF4Elet Ca-elF4Elrestaurent la croissance des levures JO55. En
revanche, en ce qui concerne elF(iso)4E, seutddhime At-elF(iso)4E est fonctionnelle
vivo. (Figure 1V.6). Toutes les autres copidd;elF4E2 At-elFAE3 nCBP et Ca-elF4E2
permettent la croissance des levures délétéesulegémeelF4E, indiquant que tous ces
paralogues sont capables d'initier la traduction ABNm. Ces résultats appuient donc en
faveur de I'existence d'une redondance fonctioaireNivo entre les différents facteurs elF4E
(Figure 1V.6).

IV.4. Discussion

Ces analyses visant a carractériser les profikptession des 5 ADNelF4E chezA.
thaliana montrent que tous les membres de la famille mariigue sont transcrits, dans les
organes feuilles jeunes, feuilles vieilles, racjrtgges et fleurs. Les profils d’expression de
elF4E1 et elF(iso)4E dans différents organes chéz thaliana avaient été précédemment
analysés par Rodriguezt al. (1998). Des expériences de Northern blot compépee des
hybridationsin situ avaient montré une différence d’accumulation de transcrits entre
différents tissus : les ARNmalF4E1 étaient exprimés dans tous les tissus a I'exceptam
cellules de la zone spécialisée des racines tamqaks les ARNmelF4E(iso)4E étaient
abondants dans les organes floraux et les tissdgwrioppement. Globalement, ces travaux
montraient une association entre un haut nivealRtith et une prolifération des cellules de
la plante, suggérant des fonctions distinctes fEsudeux isoformes, mais toujours reliées aux
processus de division et prolifération cellulairesmme cela avait été déja décrit pour la
levure et les cellules animales. Les profils d'@gsion des génedF4E et elF(iso)4E au
niveau de différents organes de la laitue ont égahd été étudiés pdrybridation in situ
(Nicaise, 2006). Aucune difféerence de niveau d'egpion ou de localisation des ARNm de

chacune des isoformestF4E selon les organes n'a pu étre mise en évidensetramscrits
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elF4E1l et elF(iso)4Eont également été détectés chez le piment eilaten Aussi bien les
analyses par Northern blot que les expériencesTdEEGR semi-quantitative montraient qu'il
n'y avaient pas de difféerence d'expression dessgelf@E et elF(iso)4E en fonction des

organes (Charron, 2004).

Dans ce travail, l'analyse des niveaux d'accunuraties transcritselF4E et
elF(iso)4E entre les organes feuilles jeunes, feuilles ageeines, tiges et fleurs par PCR
quantitative révéle que ces genes sont tout atremgcrits dans les racines que dans les autres
organes, contrairement a ce qui avait été montr&®pdriguezet al.,1998 patybridation in
situ. Ces résultats se rapprochent donc plutét deslpiéxpression observés chez la laitue
(Nicaise, 2006), le piment et la tomate (Charrdd04). Le fait que tous les ARNeIF4E
soient plus abondants dans les tissus ou se dataldenombreux processus métaboliques et
en croissance plutét que dans les feuilles agéesresadéquation avec la fonction de
traduction des protéines elF4E.

Les transcritelF4E2 et elF4E3 apparaissent moins abondants que les aatFesE
dans tous les organes testés. Plusieurs hypothésaaient expliquer ce résultat :

- ils ont une fonction moins importante dans leButes et sont donc transcrits en
quantité moins élevée. Cette hypothese souléve ulestipn de la nécessité de leur
conservation au cours de I'évolution. En effet,gdéses "inutiles” devraient étre éliminés par
la dérive ou la sélection.

- leur transcription n'est sur-exprimée que damtages cas, en réponse a des stress
abiotiques (affectant par exemple les voies ded&gsance cellulaire ou les elF4AE semblent
avoir un role clé chez les mammiféres) et/ou bigg)(notamment en réponse aux infections
virales). Il a été montré que la suppression dtetaelF(iso)4EchezA. thalianarésultait en
une augmentation compensatrice du niveau de la&ipeoelF4EL(Dupratet al., 2002). I
serait intéressant de regarder le profil d'exposssies geneslF4E2 et elFAE3 chez des
plantes mutées pour les autres genes de la fagifiéE afin de mettre en évidence une
possible augmentation du niveau d'accumulatiortrdescritselF4E2et/ouelF4E3

- le niveau d'expression de ces ARNm ne correspasdau niveau d'expression des
protéines correspondantéa l'existence de régulations post-transcriptioniselle

Le transcritnCBP, initialement identifiévia I'analyse des séquences EST disponibles

chez A. thaliana (Ruud et al., 1998) est exprimé dans tous les organes. Cependant
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I'accumulation des ARNm du transan€BP est plus faible que I'accumulation des transcrits
elF4EletelF(iso)4E De facon similaire, de précédents travaux okethalianamontraient
que la quantité de protéines nCBP était 10 foisxmonportante que la quantité des protéines
elF4E1 et elF(iso)4E, suggérant une plus faibleiaedation de nCBP (Ruuelt al., 1998).

De plus, la protéine nCBP a une meilleure affipibéir la fixation a la coiffe des ARNm que
pour la fixation a la protéine elF(is0)4G, suggéname plus faible activité de nCBP dans la
traduction que les autres formes elF4E. Ainsi, réssiltats argumentent en faveur d’un réle
de la nCBP dans la séquestration des ARNm (Raadl, 1998). Cette hypotése est a nuancer
puisque les résultats obtenus ici montrent quertaéme nCBP est capable d'initier la
traduction dans la levure. Afin de mieux comprenredle biologique de nCBP dans la
traduction et/ou la régulation de l'expression dgeses, il serait interessant d'identifier ses
partenaires protéiques et préciser la localisatidicellulaire de cette protéine spécifique des

eucaryotes supérieurs.

Les expériences de complémentation fonctionnelhe dtalevure montrent que seul le
geneCa-elF(iso)4Edu piment ne restaure pas la croissance des Ewumggérant qu'il n'est
pas capable d'initier la traduction des ARNm. Panfrtau niveau de la séquence en acides
aminés, la protéine Ca-elF(iso)4E n'est pas plfiérdnte de elF4E de la levure que ne l'est
elF(iso)4E dA. thaliana(Figure IV.7). Cependant, de précédentes expégenmontraient que
la croissance des levures délétées de leur gi€dd= complémentées avekt-elF(iso)4Eétait
ralentie par rapport a la croissance des levuregpEamentées aveat-elF4E1(Rodriguezet
al., 1998), ce qui n'a pas été observé dans nos erpésianenées au cours de ma these. Je

reviendrai sur ce point dans la discussion générale
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Chapitre V

Discussion générale et perspectives



Ce travail avait pour objectif de comparer la ahiiité naturelle entre les genel§-4E
chez différentes espéces végétales afin de mettrelation la diversité observée dans les
interactions plante-virus et plus particulieremavnéc la résistance aux potyvirus. La stratégie
développée pour atteindre cet objectif a été deleowes analyses fonctionnelles avec des
études d'évolution moléculaire des geael#3IE chez 2 Solanacées (piment et tomate) et chez
A. thaliana Les Solanacées sont naturellement infectées gmmpbtyvirus et possédent
plusieurs genes récessifs de résistance correspioadix facteurs elF4E tandis que les
données disponibles chéz thaliang espece végétale dont tous les ge&iE4E sont connus,
indiquent qu'aucune des résistances récessivefi@esna ce jour dans la variabilité naturelle
ne correspond a elF4E.

A partir des résultats obtenus et plus largemdag données récentes montrant
I'implication des facteurs elF4E a la fois dansndenbreux processus cellulaires et dans les
interactions plantes-virus a ARN, nous aborderesgpbints de discussion et les perspectives
suivants :

- quel est le role de la redondance des geite$E dans les fonctions cellulaires de la plante

et dans l'interaction plante-poyvirus ?

- quels sont les roles de elF4E dans l'interagilante-potyvirus ?

- comment évoluent les genel$-4E chez différentes familles végétales ?

- quel est I'impact de I'étude de la diversité giaseseIF4E sur la gestion des résistances aux

potyvirus ? Cette question en lien direct avec éonation des plantes abordera les aspects
concernant l'efficacité, la durabilité et le coétld résistance.

V.1. RbOle de la redondance des geneHd-4E dans les fonctions cellulaires de

la plante et dans l'interaction plante-potyvirus

V.1.1. A la quéte de I'ensemble des membres de &fille multigénique
elF4E

Le séquencage des génomes et le grand nombre denséq EST disponibles ont
permis d'identifier chez les eucaryotes plus de giifuences nucléotidiques codant pour des

protéines qui partagent des similarités de séquawnee les protéines de liaison a la coiffe
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(Joshiet al.,2005). Chez les eucaryotes supérieurs, les giRdg& identifiés appartiennent a
des familles multigéniques constituées de 2 a fesag® chez la grenouille (Wakiyaregal.,
2001), 3 chez I'hnomme (Jostti al.,2004), 5 cheZ. elegangKeiperet al.,2000), 6 chez le
poisson zebre (Robaliret al.,2004), 7 chez la drosophile (Hernaneééal.,2005).

Chez les plantes, le nombre exact de genes cpadantdes protéines de liaison a la
coiffe n'est connu que chez les especes dont lenggéra été entierement séqueneg A.
thaliana le riz O. sativaet le peuplierPopulus trichocarpa(The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000; International Rice Genome Sequmsgmdroject, 2005; Tuskaet al., 2006)
Trois géne®lIF4E 1 géneelF(iso)4Eet 1 genenCBP ont été identifiés che&. thalianaet 1
geneelF4E 2 genewlF(iso)4Eet 1 genenCBPchezP. trichocarpa la seconde dicotylédone
dont le génome a été entierement séquencé. Enclesachez I'espéce monocotyléddde
sativa on retrouve bien ces 3 génes mais en une seple.clinsi, les 3 formes elF4E,
elF(iso)4E et nCBP sont systématiquement retrougkes les plantes supérieures, suggérant

une spécialisation fonctionnelle.

A partir de I'ensemble des séquenetiBAE répertoriées a ce jour dans les banques
d'EST, la différence du nombre de copies de chdgume elF4E entre dicotylédones et
monocotylédones apparait confirmée : plusieurs esopie ces genes sont présentes chez
différentes dicotylédones comme le tabac, le tmohg elF(iso)4E Combeet al., 2005) et
la pomme de terre (IF4E Joshiet al., 2005) alors que le blé et I'orge ne comptent au'un
copieelF4E et une copielF(iso)4E Une copie du geneCBP est retrouvée chez toutes les
plantes supérieures. D'un point de vue évolutifypibthése la plus probable est que la
duplication des geneslF4E a eu lieu aprés la divergence entre les monoatigkés et les
dicotylédones. On ne peut cependant pas exclurelegienonocotylédones aient perdu

certaines copies au cours de I'évolution aprééparation monocotylédones/dicotylédones.

Ces données confortent les résultats de cartogrgphsuggéraient I'existence de plus
de 3 copies des geneH-4E chez les Solanacées, et indiquent également gueR&im des
copies additionnelles sont certainement peu expripugsque non retrouvés dans les banques
d'EST de tomate pourtant importantes (plus de 2038 BST disponibles a ce jour;
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/eann.pl?gudb=toma)}o La collaboration
mise en place avec le Centre National de Resso@éesmiques Végétales de I'INRA de

Toulouse (H. Bergés) permettraia le criblage de la banque BAC de piment, d'isoler
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I'ensemble des genes chez cette espéce. Les gpileslaes génes identifiés pourront ensuite
étre recherchés chez la tomate.

Dans un premier temps, les nouveaux genes idensiéont analysés silico. Les
alignements de séquences et la recherche de siéslavec les protéines elF4E fourniront les
premieres pistes sur leur role fonctionnel. Entefies alignements de séquences entre 4
protéines elF4E cheZ. elegans IFE-1, IFE-2, IFE-3 et IFE-5 - ont permis de rren que
les copies IFE-1, IFE-2 et IFE-5 présentaient uargentage d'identité plus élevé entre elles
gu'avec la copie IFE-3, suggérant une divergenoetifinnelle de IFE-3 (Joslit al., 2005;
Keiper et al., 2000). Cette prédiction a été validée par la swite des expériences
d'interactionin vitro qui montrent que seule la protéine IFE-3 n'intérpgs avec la coiffe
triméthylée présente a I'extrémité 5' de 70 % desdl deC. elegangLall et al.,2004). Sur
la base de ces alignements de séquences, il sal@m&mt possible de déterminer chez le
piment et la tomate a quelle forme elF4E correspohdes nouvelles copies elF4E
identifiees. En effet, des acides aminés spécifiqie chaque forme ont pu étre identifiés
(Monzingo et al., 2007).In silico, il sera également possible de comparer la ste@D
prédite des protéines elF4E avec la structure dardééine elF4E cristallisée chez le blé
(Monzingoet al.,2007). Cependant, aucune structure 3D des forir@s@4E et nCBP n'est
disponible. Ces analyses permettront d'avancehgesthéses quant a I'impact de telles ou
telles mutations sur la charge globale de la pmet&u sur I'encombrement stérique qu'elles

induisent.

Dans un second temps, des expériencegtro et in planta devront étre mises en
place pour caractériser le rble fonctionnel de tmsnes elF4E. Des expériences de
complémentation fonctionnelle dans la levure ettdests de fixation a la coiffe des ARNm
permettront de veérifier la capacité d'initiation ldetraduction de ces protéines. Des analyses
du niveau d'accumulation des transcrits et depres seront nécessaires pour s'assurer de
leur expressionn planta Ces études pourront étre complétées par des ienpés de

localisation subcellulaire des protéines elF4E.

129



V.1.2. Redondanceversusspécialisation des protéines elF4E

V.1.2.1. Arguments en faveur de la redondance foochelle des protéines
elF4E

Les analyses de séquence couplées aux expériemcesnglémentation fonctionnelle
dans la levure réalisées au cours de ma these enomwjue i) les 3 formes elF4E possédent
les acides aminés importants pour la stabilitéadgtriucture des protéines elF4E et les acides
aminés impliqués dans la fixation a la coiffe dé&Nn et & elF4G et qué ) tous les facteurs
elF4E, a I'exception de elF(iso)4E chez le pimsont capables de restaurer la croissance de
levures délétées de leur geglE4E. De précédentes expériences montraient que lasarais
des levures délétées de leur g@E4E complémentées avec le trans@lf(iso)4E d'A.
thalianaétait ralentie par rapport a la croissance desésvcomplémentées aveli-4E1d'A.
thaliana (Rodriguezet al., 1998), ce qui n'a pas été observé dans mes enpeésieAt-
elF(iso)4E présenterait une homologie fonctionnpéldielle avec le facteur elF4E de levure,
qui pourrait s'expliquer par la formation d'un cdexe At-elF(iso)4E/elF4G de levure moins
efficace que le complexe At-elF4El/elFAG de levateainsi se traduire dans certaines
conditions par un ralentissement de croissancefa@en similaire, il est possible que la
protéine elF(iso)4E d€. annuunm'interagisse pas de facon optimale avec la pretéiF4G
de levure. Des études complémentaires d'interattigivo, comme des expériences d'affinité
a la coiffe des ARNm, devront étre réalisées pdiimex ces résultats concernant le maintien
de la redondance fonctionnelle des différentesémes elF4E. Par ailleurs, le fait que At-
NCBP restaure la croissance des levures délétéemudgeneelF4E indique que la nCBP
pourrait étre impliquée dans l'initiation de ladwation et ne se limiterait pas a un réle dans la

séquestration des ARNm comme le proposait Raiwad. (1998).

Des analyses des simples mutants obtenus pour rchaess genegIFAE chez A.
thaliana montrent que les plantes ne présentent pas didiérde leur phénotype. De méme,
des plantes de piment présentant une délétion ellatude la protéine elF(iso)4E (plantes
pvre) ne semblent pas étre altérées dans leur dévetapyeet leur reproduction. Ces
résultats suggérent que I'absence de 'un oud'aets facteurs elF4E peut étre compensée par
les autres membres de la famille multigénique. tDésuexpériences ont montré que la
suppression de l'expression du gehig(iso)4EchezA. thalianaet le tabac résultait en une
augmentation compensatrice du niveau de protéigEdl(Dupratet al.,2002; Combest al.,
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2005). Il serait intéressant de mesurer le nivéaccdmulation des autres protéines de liaison
a la coiffe (elF4E2, elF4E3 et nCBP) chez ce muihk{iso)4E afin de déterminer si ce
phénomene de compensation lié au maintien de tamdathce fonctionnelle concerne tous les
facteurs elF4E. A l'inverse, la suppression detession du genelF4E1chezA. thalianane
résulte pas en une augmentation compensatriceveawnide protéine elF4(iso)4BPupratet

al., 2002). Ces résultats suggéerent que elF(iso)4E nagbpas remplacer elF4Hd vivo,

indiquant I'acquisition d'une spécialisation deathrades elF4E chez les plantes.

V.1.2.2. Arguments en faveur de la spécialisatiagscrotéines elF4E

Une hypothése pour expliquer pourquoi tous les gelelE sont maintenus au cours
de I'évolution est que chacun des membres de ldldamultigénique aurait acquis une
spécialisation fonctionnelle. La conservation dderfhes elF4E chez les plantes supérieures,
ainsi que la pression de sélection purificatriceectée sur I'ensemble des membres de la
famille multigénique elF4E chez toutes les espeéagliées au cours de ce travail
argumentent en faveur de cette hypothése. Uneadigétion fonctionnelle correspondrait a
I'acquisition d'un niveau supplémentaire de régutatle I'expression des genes, avantageux
pour des organismes complexes comme les plantegrisuges. Plusieurs résultats

argumentent en faveur de cette hypothese.

L'initiation de la traduction des ARNm est I'étdaglus limitante et la plus complexe
de la régulation de la synthése protéique chezelesryotes. Dans ce processus, elF4E
participe au recrutement de 'ARNwia une interaction forte et spécifique avec la praéi
elF4G. Mais des études de plus en plus nombreusesreant I'implication des différents
elF4E dans tout un ensemble de processus liés @aboliéme des ARNm. En effet, ce
facteur intervient dans l'export nucléaire des ARNians la séquestration et dans la
stabilisation des ARNm dans le cytosol (Richter &@whenberg, 2005; Culjkoviet al.,
2007). Ainsi, le role des protéines elF4E est atérsible puisqu'elles peuvent affecter les
niveaux d'accumulation des autres protéines deellule par lI'un ou l'autre de ces

mécanismes.

La fonction de chaque membre de la famille elF4Ezciplusieurs organismes

commence a étre élucidée. Certaines études sensdémessées a la localisation des transcrits
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elF4E au niveau des organes, des tissus ou dadesellChez le nématodé. elegans
I'identification de la forme elF4E4 uniquement dd®s neurones et les tissus musculaires
indiquent que cette forme tissu-spécifique est igfisée dans le recrutement d’ARNm
présents dans ces tissus (Dinkevtal.,2005). Che. thaliang les expériences de RT-PCR
quantitative réalisées au cours de ma these néerg\gas d'expression organe-spécifique d'un
des transcritgelF4E chezA. thaliana Dans ce cas, aucune information sur l'acquistiiane
spécialisation liée a la localisation n‘a doncréigée en évidence mais des expériences plus
précises de localisation devront étre mises ereptaur affiner ces résultats et détecter des

expressions tissu-spécifique et/ou cellule-spéadfiq

Plusieurs études ont montré que certains processliglaires stade-spécifiques
faisaient intervenir une forme particuliere de &dF#FE-1 est requis pour la spermatogenese
chezC. elegangAmiri et al.,2001) et elF4E-1 est impliqué dans le développé¢mesrien et
embryonnaire chez la Drosophile (Hernandgzal., 2004). ChezSaccharomyces pombe
elF4E-1 est impliqué dans la traduction coiffe-def@nte constitutive tandis que elF4E-2
intervient dans la traduction seulement en conditte stress (Ptushkinet al., 1996;
Ptushkineet al.,2004).

Les propriétés de fixation a la coiffe des ARNm adeque protéine elF4E sont
étudiées pour valider I'implication des elF4E dBingiation de la traduction. Les structures
primaire et secondaire de la coiffe des ARNm on¢ umfluence sur l'affinité avec les
différents elF4E. Ainsi, il a été montré que elBJ#- chez le blé préféere se fixer aux ARNm
présentant une structure linéaire a leur extrémitandis que elF4F préfére interagir avec les
structures en épingle a cheveux (Carbetryal, 1991). La nCBP 4. thalianase fixe avec
une affinité 5 a 20 fois plus importante a la eoifies ARNm que l'isoforme elF(iso)4E (Ruud
et al.,1998). CheZL. elegansseule la protéine IFE-3 n'interagit pas avemifetriméthylée
présente a I'extrémité 5' de 70 % des ARNm chee espece. Toujours ch€z elegans
certains ARNm impligués dans la ponte sont tradspgcifiquements par la forme IFE-4. Ces
travaux mettent donc en avant la spécificité datidn de chacune des formes elF4E en

fonction de la structure des ARNm.

Chez de nombreux organismes (levure, drosophilenni®), plus de 60 % des
protéines elF4E sont localisées dans le noyau eledes ou elles sont associées aux corps

nucléaires, suggérant que certains facteurs elFdfiemt acquis une spécialisation
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fonctionnelle dans le noyau (Iboreaal.,2001). En effet, plusieurs études ont montré qae |
protéines elF4E nucléaires permettent I'export dyan vers le cytosol de certains ARNm
chez les mammiféresja la fixation avec la coiffe de ces ARNm (Rousseaal., 1996; Lai

and Borden, 2000; Topisirovigt al.,2002; Culjkovicet al.,2006). elF4E ne permet l'export
gue des ARNm qui présentent une séquence d'eni@Q@mb dans leur région 3'UTR appelée
4E-sensitivity element (4E-SE; Culjkowit al.,2006). Certains ARNm sont a la fois exportés
et traduits par ces elF4E nucléaires, signifiané @lF4E peut agir sur I'expression des
protéines qu'il exporte (Culjkoviet al., 2007) Ces études mettent donc en évidence que
elF4E peut se lier de fagon discriminante a cest®AiRNm et qu'il est impliqué dans leur
régulation post-transcriptionnelle. Culjkovét al. (2006) estiment qu'une centaine d'’ARNm

seraient régulés par ce processus.

Certaines formeglIF4E peuvent également avoir un réle dans la séquiestrdes
ARNmM. Chez la drosophile, elF4E-8 séquestre les mR#ans un complexe inactif avec
lequel la forme elF4E-1 fonctionnelle (seule forpaemi les 8 identifiées capable d'avoir une
activité de fixation a la coiffe) et les ribosomas peuvent pas interagir (Cleso al., 2005;
Herndndezt al., 2005). CheZA. thaliang la protéine nCBP présente une meilleure affinité
pour la coiffe que pour la protéine elF(is0)4G, gérgnt que la nCBP serait
préférentiellement impliqguée dans la séquestratesmARNmM plutdt que dans leur traduction
(Ruudet al., 1998). Ainsi, afin de mieux identifier les spéditeés fonctionnelles de chaque
membre elF4E de la famille multigénique, il s'avaexessaire d'identifier les partenaires
protéigues de chaque elF4E. A ce jour, plus de rmiémes ont été montrées comme
interagissant avec les protéines elF4E toutes espamfonduesia des méthodes classiques
d'interactions protéine-protéine (GST-pull-dowrdetible hybride dans la levure; pour revue
voir Rhoadset al.,2007). Des méthodes d'analyse a grande échellmtdesctions protéine-
protéine sont désormais disponibles et des résdamteractions appelés "interactomes”
commencent a émerger. Ces bases de données rmoaoiiinstant disponibles que pour une
poignée d'organismes model&s CerevisiaeC. elegansetD. melanogastgret sont en cours
de développement chéz thaliana(http://www.associomics.orjy/Deux méthodes permettent
de générer ces "cartes d'interactions" : des gdslagar le systeme de double hybride dans la
levure (High-Thoughput Yeast two-Hybrid analysisi-M2H) et des analyses de complexes
protéiques par purification d'affinité et spectroneede masse (AP-MS). Le systeme HT-
Y2H permet de ne détecter que des interactionstdseentre 2 protéines tandis que le

systeme AP-MS permet d'identifier tous les comptssatun complexe protéique stable
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(Rhoadset al.,2007). Ces méthodes apporteraient donc des infamnsaconsidérables dans
le cas des protéines elF4E qui participent prolmable a de nombreux complexes

d'interactions fonctionnels.

V.1.3. Utilisation sélective des différentes protées elF4E par les potyvirus

Les expériences d'interactions entre les 3 presealF4E deC. annuumet VPg de
plusieurs souches de PVY et de TEV ont montré uitisation sélective des facteurs elF4E
non seulement par les différents potyvirus maigegant par différentes souches d'un méme
potyvirus, mettant en évidence un niveau suppléanentie complexité dans les interactions
plantes-potyvirus. Le rbéle de chaque protéine el#dE. annuundans le contournement des
résistances reste ambigu. La VPg des différentashes de potyvirus testées varient dans
leur capacité a interagir ou non avec les diff@smirotéines elF4E. La VPg de la souche
PVY-SONA41 qui contourne les alléletF4E1-pvr2, elF4E1-pvrZ etelF4E1-pvr2 interagit
avec les protéines elF4E1 codées par les allélegsistance mais pas avec les protéines
elF4E2 ou elF(iso)4E, suggérant que le contournemésulte d'une restauration de
I'interaction entre la VPg et les protéines elF4kiitées. En revanche, la VPg de la souche
PVY-SON41p, capable de contourner les alléles sistehceel FAE1-pvr2 et elF4E1-pvrZ,
n'interagit pas avec les protéines elF4E1 codéedepaalléles de résistance mais interagit
avec la protéine elF4E2. Dans ce cas, le contouwrntene la résistance pourrait s'expliquer
non pas par la restauration d'une interaction descprotéines elF4E1 mutées mais par

l'utilisation d'une autre protéine elF4E.

L'utilisation sélective des différentes protéimdB4E par les potyvirus est confortée
par des analyses realisées chez des mutawtshdlianapour les géneslFAE Des mutants
T-DNA et/ou EMS pour chacun des 5 génes sont dibfes(Satcet al.,2005; Dupratt al.,
2002; Browninget al., données non publiées; Caramtaal., données non publiées). Des
expériences de double hybride dans la levure ettests ELISA d'interactionn vitro
montrent que la protéine VPg du TuMV interagit seutnt avec la protéine elF(iso)4E tandis
que la VPg du CIYVV interagit spécifiquement avd€&4E1l, elF4E2 et elF4E3 (Labay,
2007). De plus, seul le mutant dont le getgiso)4Eest éteint est résistant au TuMV et seul
le mutant dont le génelF4E1est éteint est résistant au CIYVV (Lelésal.,2002; Dupratt
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al., 2002; Sateet al.,2005). Ces résultats mettent en avant la spééifitinteraction des VPg

avec les différentes protéines elF4E en fonctiooaliple plante-potyvirus considéré.

Le domaine protéase de la Nla (forme précursela ¥&g) duTomato ringspot virus
(ToRSV, genreNepoviru$ interagit in vitro avec la protéine elF(iso)4E Ad' thaliana
(Léonardet al.,2002). Des tests par le systeme de double hyHeds la levure indiquent que
la Nla d'un autre nepovirusAtabis mosaic virugArMV), est capable d'interagir avec les 5
protéines elF4E A. thaliana (C. Charron, collaboration T. Wetzel, RLP Agrosces,
Neustadt, Allemagne), suggérant que les nepovoascpables d'utiliser toutes les protéines
elF4E chezA. thaliana Ces expériences d'interaction entre les protéaledE et les
protéines d'autres genres viraux montrent dondegueode d'utilisation sélective des facteurs
elF4E par les potyvirus n'est pas généralisablerssémble des interactions plantes-virus a
ARN.

V.2. Vers I'élucidation du/des role(s) de elF4E damn l'interaction plante-

potyvirus

V.2.1. Impact de l'infection virale sur I'expressim de elF4E

Plusieurs études se sont intéressées aux intaractiotre les virus de plantes et la
machinerie d'initiation de la traduction de la gldlhéte ainsi qu'a leurs conséquences sur la

synthese des protéines de la plante.

L'infection de Brassica perviridispar le TuMV résulte en une augmentation de
I'expression de la protéine elF4E1 (Léonatdil., 2004). Léonardet al. (2004) ont proposé
que l'infection par le TuMV cheB. perviridisconduit a l'inactivation de elF(iso)4E ou a son
recrutement exclusif par le génome viral et queslamexpression de elF4E1l obervée
correspond a la réponse de la plante pour compénsen fonctionnalité de elF(iso)4E dans
la traduction des ARNm cellulaireB'autres expériences, cohérentes avec ces résultdats
montré que le knock-out du gemdF(iso)4E chez A. thaliana confére une résistance a
I'infection par le TuMV (Dupratkt al., 2002; Lelliset al., 2002). Ces travaux mettent en

évidence un contréle post-transcriptionnel de fegpion des genedF4E chezB. perviridis

135



au cours de linfection virald.e contrble post-transcriptionnel est connu poue &dopté
quand une cellule doit répondre rapidement a ummtin particulierement stressante sans
faire intervenir les voies nucléaires pour la sgsthde nouveaux ARNm. Ce phénomeéne de
compensation entre 2 formes elF4E rappelle ledteéswobtenus chez le mutagili-(iso)4E
d'’A. thalianaou une surexpression de la protéine elF4E1l étaerobe pour faire face a
I'absence de la protéine elF4E1l (Dupttl., 2002) et ainsi assurer le maintien d'un niveau
de synthése protéique dans les cellules nécessaib®mn développement de la plante. Une
étude comparative des niveaux d'accumulation deushdranscrit et de chaque protéine
elFAE chez des plantesAdthalianaet de piment, infectées ou non par les potyvirgsea
cours de développement au laboratoire afin de t#tet de préciser, le cas échéant, une

régulation transcriptionnelle et/ou traductionndéibe a l'infection virale.

L'augmentation du niveau d'accumulation d'autresépres de la plante héte au cours
de l'infection par le PSbMV chez le pois ou paCMV chezCucurbita pepa €galement été
mise en évidence (Arandad al., 1996; Havelda and Maule, 2000). Méme si le méoamist
I'intérét de cette induction demeurent inconnusa i€té proposé que cette surexpression
permettrait de préparer la cellule a la demands fadtte d'activité traductionnelle nécessaire
a la réplication du génome viral (Mawgeal.,2002).

V.2.2. Vers l'identification des partenaires de elBE au cours de l'infection

virale

Afin de mieux comprendre les mécanismes molécdajte contrdlent les interactions
plantes-potyvirus et mieux caractériser l'impadt ideractions elF4E-VPg dans le cycle viral
et dans les fonctions cellulaires, il s'avere nemies () d'identifier 'ensemble des partenaires
protéiques de elF4E dans l'interaction avec legvoos et (i) de caractériser la localisation

subcellulaire des interactions protéines viralegégines de I'hote.

Les méthodes de test d'interaction utilisées auscde ma these ne permettent de
détecter que les interactions entre 2 partena®@edes interactions au cours de l'infection
virale dépendent de la formation de complexes fyoés faisant intervenir d'autres protéines
virales et/ou des protéines de I'héte. Des étudmshimiques de linteraction elF4E-VPg
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viennent appuyer cette hypothese. Le facteur elFdiG,autre facteur essentiel dans la
machinerie d'initiation de la traduction, est cdpale former un complexe trimérique avec les
protéines elF4E et VPg. La fixation de elF4G a &lligmente son affinité pour la VPg, ce
qui favoriserait le recrutement de elF4E par leusjraux dépens des ARNm cellulaires
(Grzelaet al., 2006; Michonet al., 2006; Miyoshiet al., 2005). De plus, une étude récente
montre que les facteurs elF4E et elF4G sont recipaé les potyvirus de fagon coordonnée,
suggérant que la réussite de l'infection requiensemble du complexe elF4F (Nicagteal.,
2007). Ce sont des approches genes candidats fpeonis de mettre en évidence le role
central des facteurs elF4E et elF4G dans l'infacticale; cette approche est donc restreinte
par le nombre de genes candidats connus. Ainsiaractérisation de partenaires cellulaires
sansa priori s'avere nécessaire afin de mieux comprendre leamsines mis en jeu au cours
de l'infection virale. Des expériences de GST dolivn permettraient notamment de détecter

des hétérocomplexes formi@svivo (pour revue voir Rhoadst al.,2007).

Peu de données sont disponibles concernant léisiatan subcellulaire du virus au
cours de l'infection et donc sur la localisatios demplexes protéine(s) de I'néte / protéine(s)
virale(s). Plusieurs approches biochimiques poentaiétre utilisées pour étudier ces
interactions protéine-protéine intracellulairedlete que le FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfert; Gordonet al., 1998) ou le BIFC (Bimolecular Fluorescence
Complementation; Walteet al., 2004; Bracha-Droret al., 2004) Ces approches, suivies
d'une expérience de purification des complexesémoes a partir de noyaux isolés,
permettraient également d'identifier d'éventualésractions protéine(s) de I'hbte-protéine(s)
virale(s) au niveau du noyau des cellules infectéas effet, plusieurs études ont mis en
évidence qu'aussi bien les protéines CP, Cl, NNlletdes potyvirus que les protéines elF4E,
elF1A, elF2, elF3, elF4G, elF5A et PABP impliquédans linitiation de la traduction
peuvent se localiser dans le noyau des cellulesn@zhet al.,1991; Strudwick and Borden,
2002). De plus, des études réalisées chePiesrnavirus montrent que ces virus dont le
cycle infectieux est pourtant cytoplasmique utilisdes composants nucléaires de la cellule
hote au profit de leur réplication et leur tradaoct{Hiscox, 2003; Weidmaet al.,2003). Pour
renforcer l'importance de la localisation subcell@ des interactions, de récents travaux ont
montré que les associations entre elF(iso)4A. dhaliana et les différentes formes
précurseurs de la VPg du TuMV pouvaient étre imy@les dans différentes étapes du cycle
infectieux. L'interaction elF(iso)4E/VPg-Pro qui leeu dans le noyau perturberait des

fonctions cellulaires de la plante hote tandis fueeraction elF(iso)4E/6K-VPg-Pro qui a
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lieu dans les vésicules endoplasmiques pourraérjaun réle dans la réplication et/ou la
traduction de I'ARN viral (Beauchemat al.,2006).

V.3. Evolution des geneglF4E et résistance aux virus a ARN

V.3.1. Co-évolution entre le facteur elF4EHu piment et la VPg des

potyvirus

La combinaison d'approches associant séquencaliglediatests phénotypiques et
complémentation génétique a permis de caract&@isdéleles récessifs de résistance aux PVY
et TEV au locuelF4E1-pvr2chezC. annuumegspece diploide préférentiellement autogame
(méme si, dans certaines conditions, le taux dalilue peut étre élevé). Différentes
combinaisons de substitutions nucléotidiques ekansent non-synonymes permettent de
distinguer ces 9 variants alléliques. Nous avonspatrer par le systeme de double hybride
dans la levure que ces substitutions abolissdiatdgraction avec la protéine VPg de souches
avirulentes de PVY et de TEV et que cette inteoacétait rétablie avec les VPg de souches
virulentes. Des expériences de complémentatiortifimeelle dans une levure délétée de son
géeneelF4E ont montré que la protéine elF4E1 @eannuumpeut accumuler les mutations
qui affectent la fixation de la VPg des potyvirens avoir de répercussion négative sur la
fonction de traduction des ARNm dans la levure.ples, la résistance a large spedtee, a
plusieurs souches de PVY et de TEV, résulterait 'défet complémentaire, plutét
gu'individuel, de substitutions en acides aminéssda régions distinctes a la surface de la
protéine elF4E1 et a proximité de la poche de ifixat la coiffe des ARNm. L'analyse du
polymorphisme des 3 genel-4E chezC. annuuma révélé que seul le geald-4E1présente
des traces de sélection positive; les acides amso@s pression de sélection positive
correspondent aux résidus impligués dans la séitésibersusrésistance au PVY, suggérant
une pression de sélection positive exercée pgrdgasirus. Coté virus, des études montrent
que les acides aminés de la protéine virale VPB\ sous sélection positive correspondent
aux résidus impliqués dans le contournement déstadses médiées par elF4E (Moetyal.,
2004). L'ensemble de ces données mettent en aeeisténce d'une coévolution entre elF4E1
et la VPg des potyvirus. Ce travail peut étre abés comme pionnier dans le domaine.
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Les exemples présentés dans la synthése bibliageaghet concernant les génes
dominants de résistance aux bactéries et aux clyaoms, montrent qu'il est difficile d'établir
un modele général d'évolution des génes de résestdiez les plantes. Récemment, il a été
proposé qu'un facteur important régissant I'évotutdes genesR était le mode de
reconnaissance, direct ou indirect, entre la pmetéie résistance et la protéine d'avirulence
(Doddset al., 2006; Mc Dowell et Simon, 2006). Dans le cas de®mnaissances indirectes
faisant intervenir une protéine de garde, les g&hpeesentent une faible diversité allélique
maintenue par de la sélection balancée. A l'inyataes le cas des reconnaissances directes,
une coévolution de type "course aux armementstetgiuvée, avec le maintien d'une forte
diversité allélique pour le géne de résistance gfeine d'avirulence. Ainsi, dans le cas d'une
interaction directe, l'agent pathogéene peut congwuta résistance en modifiant de facon
minime sa protéine Avr pour échapper a la recosaaise par la protéine de résistancecs
versapour la protéine R. Ce type de reconnaissancdaest caractérisé par de la sélection
diversifiante a la fois chez les protéines R et.Avr

Les cas qui se rapprochent le plus de ce que rnusenmns pour le geredF4E1du
piment sont ceux des genes de résist@toele la tomate dt du lin, qui présentent un niveau
de substitutions non-synonymes élevé et un gramdbr® de variants alléliques résultant
d'une pression de sélection pour la diversifica{ipoddset al., 2006; Roseet al., 2007).
L'évolution dePto semble étre influencée a la fois par de la sé@eqgburificatrice et de la
sélection diversifiante, comneF4E1 chez le piment. Cependant, une pression de satecti
balancée est a l'origine du maintien de la vaadtdique au locu$to, ce qui ne semble pas
étre le cas pouelF4E1l de Capsicumou aucun polymorphisme synonyme adjacent aux
polymorphismes non-synonymes n'est détecté. Daceslelu couple lidA. lini, des analyses
portant a la fois sur le polymorphisme des genesédestance et de virulence de l'agent
pathogene qui interagissent directement ont étisééa. Des traces de sélection positive sont
retrouvées a la fois chez les loduset Avr, comme dans le cas du pathosystéme piment-
potyvirus. Ces interactions directes entre pro&ide résistance et protéines d'avirulence
caractérisent une évolution rapide de type "cowsr armements”. Dans le cas de la
résistance récessive aux virus a ARN, la résistastéa conséquence de l'incapacité pour le
virus d'interagir avec une protéine de I'h6te quikt indispensable pour accomplir son cycle
infectieux. A l'inverse du mécanisme "actif" desisé&ances dominantes, le virus doit donc
muter pour rétablir I'interaction avec la protédel'héte et non pour échapper a l'interaction.

Le parasitisme obligatoire des virus a ARN, commleiale I'oomyceté. lini, implique que
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les protéines VPg de virulence coévoluent dans ystesie clos avec les protéines de
résistance elF4E de la plante h6te, ce qui impogecourse évolutive rapide a la fois chez
I'nGte et le pathogene. Un pré-requis pour une igdue évolutive est que les protéines de
virulence et de résistance puissent accumuler ddations qui affectent l'interaction sans

imposer un codt de fitness trop important pourléaie ou pour le pathogene. Cette notion de
colt sera abordée dans le dernier paragraphedisclassion générale.

V.3.2. Comparaison du profil d'évolution des geneslF4E chez différentes

familles végétales

Mon travail de thése s'est focalisé sur I'analysgolymorphisme des génes-4E
chez 2 Solanacées At thaliana Le caractére générique du rbéle des gaE4E dans les
interactions plante-virus a ARN offre l'oppotunitle comparer le polymorphisme et
I'évolution moléculaire de ces genes chez diff@efamilles végétales et ainsi de vérifier si
le modele de coévolution observé entre le pimelldsepotyvirus est transposable aux autres
couples plante-virus a ARN. Ainsi, ce travail grisdans un projet financé par le Bureau des
Ressources Geénétiqgues (BRG AO 2005-2007) visantrgparer les patrons de diversité des
génexlF4E au sein de 5 familles végétales : Solanacéesjfé€reg, Vitacées, Légumineuses
et Triticées. L'ensemble des données obtenues ldanadre de ce projet permettent de
comparer le profil d'évolution des gere§4E chez différentes familles végétales, possédant
ou non des genes récessifs de résistance aux naysorrespondant a elF4E, et présentant

des modes de reproduction et des traits d'histieinge différents.

V.3.2.1. Le profil d'évolution du genelF4E1n'est pas conservé chez les

Solanacées

La tomate est une autre Solanacée proche du pietedgalement infectée par les
potyvirus mais pour laquelle une plus faible framee de genes récessifs de résistance aux
potyvirus a été observée dans la variabilité neurAucun des acides aminés situés dans les
régions | et Il impliquées dans la résistance antyyirus des protéines elF4E n'apparait sous

sélection positive chez la tomate. Cette absengarelsion de sélection pourrait s'expliquer
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par le fait que, contrairement au piment, les potgvn'ont qu'une incidence faible sur les
cultures de tomate. La majorité des souches devipasyn'induisent que des symptdmes de
mosaique ou de marbrures discrets sur les fedildemate, méme si certains isolats apparus
dans les années 1980 sont responsables de symppiuseséveres (croissance des plantes
ralentie, production en fruits diminuée; Gebre S&ket al., 1985). Les potyvirus sont
guasiment systématiquement retrouvés en infectiondes avec d'autres genres viraux,
comme le CMV. De plus, les virus prévalant sur ttan@e sont pas les potyvirus mais le
Tomato yellow leaf curl viru¢TYLC, genreBegomovirus le CMV ou encore ldepino
mosaic virus(PepMV, genrePotexvirug, suggérant que les potyvirus exercent une pnessio
de sélection moins forte sur les gee#AE de cette espéce.

Chez la pomme de terre, une des Solanacées Iedquiohées par les infections de
potyvirus et notamment par le PVY, les résistangssessives ne sont pas facilement
détectables a cause de la forte hétérozygotie aie génome et de la prévalence de la
tétraploidie chez les espéces cultivéeSdanumtubéreux. A ce jour, les genes de résistance
sélectionnés pour lutter contre les potyvirus claepomme de terre sont de type dominant
contrdlant une résistance totale (geRest N; Ross, 1986; Valkoneat al., 1996) et aucune
information n'est disponible sur I'implication potielle des géneslF4E dans la résistance a
ces virus. Une étude préliminaire réalisée au cdersna théese sur le polymorphisme de 3
geneselF4E chez 6 especes diploides de pomme de terre n'pegoass de détecter des
substitutions en acides aminés caractéristiquesalides de résistance aux potyvirus. Une
analyse a plus grande échelle du polymorphismé dgsne®lIF4E identifiés a partir des EST
est actuellement en cours chez une collection eksoans de I'espece diploi®e phureja
(http://www.scri.ac.uk/research/pp/plantpathogemattgons/virusresistange L.  Torrance,
SCRI, Scotland, UK) afin d'identifier d'éventuelsriants alléliqueglIF4E impliqués dans la

résistance aux potyvirus.
Méme si le piment, la tomate et la pomme de temtecomme point commun d'étre de

la famille des Solanacées et d'étre infectés ggpdeyvirus, leurs caractéristiques biologiques

conduisent & des profils d'évolution des gexi€4E différents.
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V.3.2.2.A. thaliana ne constitue pas un modele adapté a I'étude de la

coévolution plante-potyvirus

ChezA. thaliang aucun des 5 genetF4E n'est sous pression de sélection positive.
Mes résultats confirment de précédentes étudesmguitrent qu'aucun gene récessif de
résistance ne semble correspondedFAE chezA. thaliana Ces résultats peuvent s'expliquer
par le fait quA. thalianane représente pas un héte préférentiel pour IBaipas, a cause de
son cycle de vie tres court par exemple. Walsheahdr (2002) insistent sur I'absence de
génes de résistance au TuMV présents dans la Wiggiaiaturelle dA. thaliang suggérant
que le TuMV n'infecte que trés rareméntthalianaet que le maintien de géenes de résistance
représente un colt pour la planke.thaliang espéce modele dans de nombreux domaines
d'études en biologie, ne constitue pas un modetinest d'étude de la coévolution plante-

potyvirus.

V.3.2.3. Le profil d'évolution des génetF4E n'est pas conservé chez les

Légumineuses

L'analyse du polymorphisme des ger#4AE a également été conduite chez le genre
Medicago(résultats N. Chantret, J. Ronfort, S. Santoni,RIBMIAPC, Mauguio, France) car
de précédentes études mettaient en évidence Liatipin de ces genes dans la résistance aux
potyvirus chez d'autres espéces de Légumineuseshdz le poisPisum sativumplusieurs
alleles récessifs de résistance a 3 potyvirus pon@ent a des protéines elF4E. Les alleles
sbmlde résistance au PSbMWlv de résistance au BYMV-W atyv2 de résistance au
CIYVV codent tous pour des protéines elF4E présgndas substitutions en acides aminés
dans les régions de la protéine impliquées danssiatance aux potyvirus (Gabal.,2004b;
Bruun-Rasmussemt al., 2007; Andradeet al., données non publiées). L'allelmo de
résistance au BYMV code pour lisoforme elF(isoJ@aoet al.,2004a), i{) chez le haricot
communPhaseolus vulgarisdes analyses génétiques indiquent que le loaessddescde
résistance au CIYVV pourrait correspondre a urefacelF4E (Satet al.,2003).

Les analyses de séquence des g&iEdE menées chez des especes autogames
diploides du genrdledicagone permettent pas d'identifier de variants all&& elF4E ou

elF(iso)4E potentiellement impliqués dans la résis¢ aux potyvirus. De plus, que ce soit au
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niveau intraspécifique ou interspécifique, aucuresgion de sélection positive sur le géne
elF4E et le géeneelF(iso)4En'a été identifiee. Aucun des ger&&4E chezMedicagone
semble donc impliqué dans les processus évoluétsdux interactions entre les protéines
elFAE et les potyvirus. Le profil de polymorphisies géne®lF4E differe donc selon les
especes de Légumineuses étudiées : toute unedgeviariants alléliqgues impliqués dans la
résistance aux potyvirus identifiées chez le paisseul allele récessif de résistance détecté
chez le haricot a ce jour e priori absence de résistance récessive aux potyvirus
correspondant aux genef~4E chez l'espéc#ledicago Des analyses d'évolution des genes
elF4E chez le pois et le haricot permettraient de \&rii on retrouve les mémes traces de
sélection positive que celles identifiees pourdaeeglF4E1chez le piment.

V.3.2.4. Une pression de sélection positive s'egesur le genelF4E chez la

vigne

Deux virus du genreéNepovirus (Grapevine fanleaf virysGFLV et ArMV) sont
responsables de la maladie du Court-Noué chez daeyiune des maladies les plus
importantes chez cette espéce. Le domaine protiakseVPg-Pro (Nla, forme précurseur de
la VPg) du ToRSV (genré&lepovirug interagitin vitro avec la protéine elF(iso)4EAd'
thaliana, suggérant un rdle potentiel des facteurs elF4ks danteraction plante-nepovirus
(Léonardet al., 2002). Du fait de la forte hétérozygotie du génairela vigne, seules des
résistances dominantes ont été ciblées lors duagebde ressources génétiques pour la

résistance aux nepovirus.

Les analyses de polymorphisme de la séquence todargenelF4E (Résultats A.F.
Adam-Blondon, URGV Evry, France; S. Santoni, UMRABC Mauguio, France) chez une
core collection de 48 accessions de I'espece éalliitis vinifera ssp. sativa ont permis de
mettre en évidence un exceés de substitutions noorRyyNes par rapport aux substitutions
synonymesTg, >> Ti) et un signal trés fort de sélection positive 94 Hes sites de la protéine
elF4E présentent ue supérieur a 5, rappelant les traces de sélectsitiye détectées au
niveau du facteur elF4E1 chez le piment. De plussipurs des substitutions non-synonymes
détectées se retrouvent dans les régions de |@imeolF4E montrées comme étant
impliquées dans la résistance aux potyvirus cheatréd's especes. L'impact des substitutions

en acides aminés identifiées sur la résistancenaprvirus est en cours d'analyse (individus
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en cours d'autofécondation pour avoir I'ensembiewdeiants alléliques a I'état homozygote
afin de réaliser des tests de résistance aux meQvCes résultats pourraient ouvrir la voie a

une nouvelle stratégie de lutte contre les nepswhez la vigne.

V.3.2.5. Le polymorphisme du gémd¢4E chez le blé se distingue du

polymorphisme détecté chez 'orge

L'orge et le blé, de la tribu des Triticées, saggfiemment infectés par des virus a
ARN du genreBymovirustransmis par le vectelRolymyxa graminigrésent dans le sol.
Comme chez les potyvirus, une protéine VPg estdedacon covalente a l'extrémité 5' de
I'ARN des bymovirus. Chez l'orgdordeum vulgargle gene récessiym4/5de résistance a
plusieurs souches de bymovirus code pour une pmtélF4E (Steiret al., 2005). Une
premiére analyse sur 56 accessions d'orge avaiiperidentifier 7 variants alléliques au
locus elF4E-rym4/5se différenciant par 9 substitutions nucléotidgj@xclusivement non-
synonymes. De plus, la substitution S57P se lazalsns la région | impliquée dans la
résistance aux potyvirus chez les autres espedes autres substitutions en acides aminés
détectées se trouvent a proximité du domaine ddidix a la coiffe des ARNm (Steet al.,
2005). Une étude plus récente portant sur un éitloande 127 accessions d'orge cultivé et 4
accessions sauvages a permis de confirmer l'imyertariété allélique présente a ce locus et
l'identification d'un nombre important de mutatiamsn-synonymes (Stracket al., 2007).
D'autres travaux ont mis en évidence que le détembidu contournement du géene récessif
de résistanceymd4/5 par le BaYMV (genreBymoviru$ se situe vraisemblablement dans la
zone centrale de la VPg (Kanyuiial.,2004; Kuhneet al.,2003).

A partir de ces résultats et afin de comparer ddilpd'évolution des geneslF4E au
sein de la tribu deSriticeag les analyses de polymorphisme de ces génes érbatduites
chez des espéces diploides de blé (gériteum; résultats J. David, A. Cenci, UMR DIAPC,
Mauguio, France). A partir des séquences codamtegeheglF4E connues chez le riz et par
criblage de la banque BAC du blé durturgidum 1 géneslF4E et 1 géneelF(iso)4Eont été
identifiés. Chez les espéeces diploides monococcurnret T. urarty, les geneselF4E et
elF(iso)4E apparaissent sous pression de sélection purifieatCependant, la recherche de
sites sous pression de sélection sur un échantikenspécifique révele que 4 sites dans la

séquence codante @#-(iso)4Eprésentent um supérieur a 1, avec notamment le codon en
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position 120 dans I'exon 2 qui présentesusupérieur a 4 avec une probabilité de 0,994. Ce
site ne varie pas uniquement dans un sous-ensalelgeces mais dans toute la population,
sans cohérence avec la taxonomie. Cette situatamrat refléter I'existence, soit d'une
évolution convergente, soit de flux des genes esgpces, soit d'une sélection balanbée.
plus, des analyses de phylogénie des gehetE réalisées sur un échantillon interspécifique
de Triticées montrent que I'évolution des gesk=lE du blé se distingue de I'évolution des
geneselF4E de l'orge, suggérant que d'autres voies pourrd@tatutilisées chez le blé en
réponse aux infections virales. Il est importantrdppeler que chez les monocotylédones,
I'implication d'un autre facteur du complexe diatibn de la traduction dans la résistance
récessive a un virus du genB8mbemovirusa été démontrée : des substitutions dans la
séquence codante du gexiE(iso)4Gchez le riz sont responsables de la résistanéeralv
(Albar et al., 2006). Ainsi, ce scénario pourrait étre retrouliézcd'autres monocotylédones,
comme le blé ou les géne$F4E ne présentent pas de polymorphisme caractéristigge
génes récessifs de résistance aux virus & ARN.ré&estats mettent en avant l'importance
d'une future exploration de la diversité des aufeeseurs du complexe d'initiation de la

traduction comme elF4G.

V.3.2.6. Vers un modele d'évolution convergente géaes elF4E de

résistance

Parmi les genres étudiés a ce joQagsicumspp., Lycopersiconspp., Arabidopsis
Medicagospp., Vitis spp. etTriticum spp.), de la sélection positive s'exercant sumgiases
elF4E n'est retrouvée que dans le cas du gdRdE1 chez le piment et la vigne. Chez le
piment, les analyses fonctionnelles montrent qeeal@des aminés sous sélection positive
correspondent a ceux impliqués dans la résistdhepparait clairement que cette trace de
sélection n'est pas conservée entre les genres fdenille des Solanacées, genres pourtant
tous infectés par les potyvirus et dont certainesspdent des genes récessifs de résistance
aux potyvirus correspondant a elF4E. Afin d'étermireésultat a d'autres familles végétales,
ce type d'étude pourra étre étendu a d'autres esmp&Etnme par exemple le pois, ou l'on
retrouve une grande diversité alléligue aux locesésistancelF4E en comparaison avec
d'autres espéces de Légumineuses corivtedicagoou l'on ne détecte pas de sélection

positive.
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Malgré cela, la conservation de la position debsBttions en acides aminés
impliquées dans la résistance chez des espécesldigaées - piment, laitue, pois, orge -
suggere l'existence d'une évolution convergente giggeselF4E vers la résistance qui
pourrait étre conditionnée par une pression deg@éleimportante exercée par les potyvirus.
Une évolution convergenta.€., lorsque 2 genes de résistance ne partagent aasétte
commun et que la fonction de résistance a été sequilépendamment chez 2 especes) a été
mise en évidence pour les genes de résistRpcd-bet RPM1 chez le soja ef. thaliana
respectivement (Ashfieldt al., 2004). Les protéines R codées par ces genes pennkt
reconnaissance de la méme protéine AvrBPdsyringae(lnneset al., 1993). Les analyses
phylogénétiques basées sur toutes les séquences RIB8u génome A. thalianamontrent
que Rpgl-bet RPM1 appartiennent a 2 clades distincts. Dans chacunedeclades, des
séquences de monocotylédones sont retrouvees amdique ces 2 clades ont divergé avant la
séparation monocotylédone-dicotylédone, il y a ples 150 millions d'années. Méme si
RPM1 a été maintenu sur une longue période de téfrfpsnillions d'années; Stabt al.,
1999), cela n'a pas été suffisant pour qu'il s@intenu chez le soja. Ces résultats suggerent
donc fortement qu'une I'évolution convergente plugde le maintien d'une spécificité

ancestrale serait a l'origine de l'existence de2agnes AvrB-spécifiques.

V.4. Diversité des geneslF4E et gestion des résistances aux potyvirus

V.4.1. Parametres influencant I'efficacité et de lalurabilité des résistances

médiées par elF4E

La substitution D109N, localisée dans la régioddlla protéine elF4E1 du piment, ne
suffit pas a elle seule a contréler la résistancdBV. En revanche, la protéine codée par
l'alléle pvr2®, qui présente & la fois la substitution D109Ne=t dubstitutions dans la région I,
contrble la résistance au PVY et au TEV. Ainsiclenul de substitutions en acides aminés
dans les régions | et Il de la protéine elF4E1 egipaécessaire pour abolir I'interaction avec
la VPg et induire la résistance au TEV. Une analypdus grande échelle, sur un plus grand
nombre d'accessions naturelles et sur dautreslepantes-potyvirus devra étre mise en
place pour généraliser I'impact de I'effet cumudd dubstitutions en acides aminés dans la

protéine elF4E1 sur I'élargissement du spectreégistance. Il serait par exemple intéressant
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d'étudier le pois qui présente une fréquence éleVa@ieles récessifs elF4E conférant la
résistance a un large spectre de potyvirus (PSHBXYMV et CIYVV). A terme, ces études

permettraient de générer du matériel végétal edgish plusieurs potyvirus a partir de
l'analyse de la diversité présente dans la vaii@hbilaturelle et/ou la création de nouvelles

mutations par mutagenese dirigée.

Des études realisées sur les geRate résistance ont permis de mettre en évidence
I'impact de la position et du cumul de mutationségées de facon aléatoire sur le spectre de
résistance (Farnham and Baulcombe, 2006). Une epprdévolution artificielle du domaine
LRR de la protéine de résistance Rx, domaine implidans la reconnaissance des protéines
de virulence des agents pathogenes, a permis deeneet évidence l'impact du cumul de
mutations obtenues aléatoirement sur I'élargisseadiespectre de résistance. A l'origine, la
protéine Rx confere la résistance contre seulemeelgques souches de PVX. Les mutants
artificiels obtenus sont résistants a une soucpelémentaire de PVX et d@oplar mosaic
virus (PoMV, genreCarlavirus). Ainsi, I'évolutionin vitro des génes de résistanmaeurrait

étre exploitée pour I'amélioration de la résistaanece maladies ches les plantes cultivées.

La durabilité des résistances est aujourd’hui esaliteres majeurs dans la sélection
des variétés a caractére agronomique. Une résestast dite durable "lorsqu'elle reste
efficace (c'est-a-dire lorsqu'elle n'est pas cami@e par des souches virulentes) dans une
variété cultivée sur de grandes surfaces, pendamtlangue période de temps et dans des

conditions favorables a la maladie " (Johnson, 19@Bnson, 1981).

Des études de la durabilité en condition artifleieles résistances conférées par les
alléles elF4E1-pvr2, elF4E1-pvrZ et elF4E1-pvr? ont été conduites sur le pathosystéme
piment-PVY (Ayme, 2005; Aymet al.,2007). Elles montrent que la résistance conféage p
l'alléle elF4E1-pvrZ peut étre rapidement et efficacement contournédapaouche PVY-
SON41p par 5 substitutions dans la zone centrala d8°g. En revanche, l'allellF4E1-
pvrZ est plus durable queF4E1-pvr2 etelF4E1-pvr2. Ces résultats sont en accord avec ce
qui est observé en conditions de culture : l'altiderésistancpvr??, utilisé & grande échelle
depuis plus de 20 ans, est particulierement durélele analyses de diversité du gehedEl
chez le piment montrent que les allgpes2" etpvr2® présentent 1 ou 2 substitutions en acides
aminés dans la région | tandis que l'allge2?’ présente 3 substitutions en acides aminés dans

les régions | et Il. De méme, l'allg@rl deC. chinenseodant pour une protéine elF4E1 qui
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présente des substitutions a la fois dans lesnmédiet I, confére, en condition naturelle, une
résistance durable (Karej al, 2005). Ces observations permettent de propdsgrathése
d'une relation entre la durabilité et le nombréagbosition (régions | et IlI) des substitutions

en acides aminés.

Pour cela, il s'avere nécessaire d'étendre I'éledé&a durabilité des résistances en
conditions de laboratoire & I'ensemble des allééesésistance identifiés a ce locpsre* a
pvr2’) chezC. annuunetC. chinenseSi le cumul des substitutions en acides amingékées
une augmentation de la durabilité de la résistafiali¢le pvr?®, présentant une seule
substitution en acide aminé, devrait conférer ukgstance moins durable que les autres
alleles cumulant au minimum 2 mutations. Si la liseéion des substitutions en acides
aminés a la fois dans les régions | et Il est idaugmentation de la durabilité, les alleles
pvrZ et pvrl devraient conférer une résistance plus durabletoue les autres alléles ne
possédant que des substitutions dans la régioaur. §ue cette étude soit compléte et afin
d'identifier quelles sont les susbstitutions endesi aminés ou les combinaisons de
substitutions les moins facilement contournéedgsapotyvirus, il serait intéressant d'intégrer

a ce travail I'analyse de la durabilité d'allelegésistance obtenus par mutagenése.

La principale contrainte a l'utilisation des rémimgtes génétiques réside dans la
disponibilité, au sein de la variabilité naturelles especes cultivees, de genes de résistance
durable. Dans ce contexte, le TILLING (Targetinduned Local Lesions IN Genomes, Slade
and Knauf, 2005) constitue une des stratégies tienvent adoptée dans le cadre de la lutte
anti-virale pour générer artificiellement de nouwealleles de résistance. Le TILLING est
basé sur la constitution de collections de mutahtenus par mutagénése chimique a 'EMS,
puis sur la recherche systématique de mutations das génes cibles par détection des
mésappariements induits par la mutagénése (Oleyiatsal., 1998; Colbertet al., 2001).
Cette technigue permet de générer de la varialidités des genes cibles en évitant de recourir
aux techniques de transgénese (Sledal., 2005) et présente également l'avantage d'étre
automatisable a haut débit. Actuellement, cetiégie a été adoptée au laboratoire pour la
recherche d'alléles de résistance aux potyvirus lehemate (projet TRANSVIR Génoplante,
en collaboration avec 'URGV, INRA-UMR1165, Evry)a recherche de mutations EMS est
ciblée sur les 3 genedF4E identifiés et sur les domaines fonctionnels detsegelF4G et
elF(is0)4G La population mutagénisée est constituée de 3a8060lles M2 de la tomate

d'industrieL. esculentunM82. A ce jour, parmi les 5 mutations en acidesgnasidentifiées
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dans la protéine elF4E1, 1 mutation dans un s#épigbage entre les exons 3 et 4 a été
montrée comme impliquée dans la résistance total®\AY, 1 des 7 virus a ARN testé
infectant la tomate (M. Nicola@t al, communication personnelle). L'identification dun
lignée de tomate résistante vis-a-vis d'un potgviralide ainsi la stratégie TILLING dans le

cadre de l'identification de nouveaux alléles distance aux virus a ARN.

V.4.2. Un co(t a la résistance controlée par lesmeselF4E ?

On parle de codt de la résistance quand la fitdesplantes résistantes est inférieure a
la fitness des plantes sensibles en absence donvaar les populations d'agents pathogéenes.
Le colt de la résistance expliquerait le maintieta dois des alleles de sensibilité et de
résistance observé pour un grand nombre de demksrésistance, ainsi que la plus faible
frequence d'alleles de résistance dans les popaga{Bergelsoret al., 2001). Ce codt de la
résistance a été démontré dans le cas du REBiMELd'A. thalianaqui confere la résistance a
P. syringagTianet al.,2003). Les analyses d'évolution moléculaire dg®ons non-codantes
entourant le locuRPM1 montrent que les alleles de sensibilité et desta@sce coexistent
depuis plus de 9 millions d'années (Stahkl., 1999). L'ancienneté de ce polymorphisme
suggere fortement que l'allele de sensibilité anéétenu par la sélection naturelle a cause
d'un colt de la résistance. Les autres hypotheges@ant la coexistence de ces alléles ont
été éliminées : le mode de reproduction hautemaiogame dt. thalianaexclut I'hypothése
de l'avantage aux hétérozygotes et aucune strticturgeogaphique ne peut étre reliée a la
variation allélique observée. Des études en plaammps de comparaison de rendement en
absence de l'agent pathogéne entre des plantesgéraques possédant le geR€M1
(RPMT) et d'autres dépourvues de ce gBRM1 et de son promoteuRPMI) confirment
que le géneR induit un co(t de fitness : les plantB®MI produisent 9 % de graines en
moins que les plantd8PM1. Ainsi, la sélection qui a lieu au niveau de ceukest balancée
entre |'effet positif sur I'n6te de pouvoir se daéfe en cas d'attaque de I'agent pathogéne et
I'effet négatif sur la fitness de I'hdte en abseateP. synringag(Tian et al., 2003). Un autre
exemple de colt de la résistance impliqué dansdmtran d'un polymorphisme balancé
ancien concerne le gem®PW8de résistance au mildiou chéz thaliana La encore, une

baisse de la production des graines de prés deeSt%bservée entre des populations d'
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thaliana possédant le géne RPW8 et des populations dépaudaiece géne (Xiaet al.,
2004).

A ce jour, aucune mesure de fitness n'a été é@almour estimer le colt de la
résistance conférée par les géeadsiE, que ce soit pour les variants naturels ou lesanist
artificiels. Dans le cas du géne récessif de @siselF4E1du piment, un grand nombre de
variants alléliques est observé. Cependant, I'lingset de sélection balancée pour expliquer le
maintien de cette diversité allélique a été reje@eaucun polymorphisme synonyme n'a été
identifié au locus. La tres forte fréquence d'allétle résistance dans la diversité naturelle de
Capsicumsuggeéere que la résistance conférée par elF4Eas'al@ colt. L'explication d'un
colt de la résistance lié au maintien de l'all@esensibilité n'est donc pas aussi évidente que
dans les cas énoncés précedemments. Des expénEnoesiesurer la fithess d€apsicum
mutés pour I'un ou l'autre des gem#iB4E, que ce soit pour les plantes possédant les slléle
elF4E1-pvr2 impliqués dans la résistance aux PVY et TEV olél&a elF(iso)4E-pvr6
impliqué dans la résistance au PVMV, permettratentiéterminer si la résistance a un co(t.
Des expériences avec des mutams tlalianaknokout pour les genedF4E indiqueraient le

colt de la perte d'un des membres de la famillégénijue pour la fitness de la plante.

Un dispositif expérimental a été mis au point pestimer le codt de la résistance aux
herbicides che?. thaliana(Roux et al., 2006).De nombreuses expériences ne prennent en
compte que le poids des graines pour estimer le dm{itness d'un caractére donné, ce qui
induit une estimation biaisée qui ne prend pasanpte tous les parametres de fitness : le
poids des graines ne reflete par exemple pas lealit€ et donc la contribution de chaque
plante pour les générations futures dans la pdpuolaPour s'astreindre de ce biais, la
méthode utilisée par Rowet al. (2006) consiste a mesurer le changement de ladrég des
alleles de résistance en fonction d'un gradientgggahique (appelé cline) de plusieurs
populations localisées le long d'un environnemanitablei.e., entre des zones traitées et non
traitées dans le cas de la résistance aux pestifidmormancet al., 1999; Lenormand and
Raymond, 2000). L'étude d'un cline permet de disin les forces de sélection qui tendent a
éliminer les génotypes et les forces de migratiointendent a homogénéiser la fréquence de
l'allele de résistance le long du cline. Dans leexpériences, la migration est controlée,
permettant ainsi de déduire directement le codfitdess (défini comme correspondant au
coefficient de sélection en absence de traitemertitide) de la modification des fréquences

alléliques le long du cline. Ces profils de microéxion ont été analysés sur 3 a 4
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générations pour 2 alléles distincts de résistampeherbicides. Jusqu'a présent, ce type de
méthode de mesure de fitness n'avait que rarertentiésé car cela nécessite le génotypage
d'un trés grand nombre de génotypes, 10 800 danasledes expériences de Raetxal.
(2006). Le développement actuel de techniques detggage a haut débit rend plus facile ce
genre d'étude a grande échelle. Ce type d'étude gstimer le colt de la résistance aux
potyvirus contrblée par les genel$-4E pourrait étre envisagé, avec un cline zones iééect
par le potyvirus-zones non infectées. Cependanteludispositif est trés difficile a mettre en
place et des mesures de fitness plus "simples"rpient étre réalisées afin d'avoir une
estimation préliminaire du colt de la résistancatr@ée par les géneslF4E avec par
exemple des essais conduits en serre pour messaragactéres phénotypiques (nombre de
graines, nombre de siliques, taille des siliquatletde la plante...) chez des mutant&.d'
thalianaknockout pour chaque gee&-4E Ce type d'expérience pourrait également étre mis
en place pour des plantes de piment présentaatlédss récessifs de résistance détectés dans

la variabilité naturelle.
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Annexe 1 : Conditions de culture des plantes

Les Solanacées sont semées dans du terreau dsiefetes terrines placées en
pépiniére sous serre pendant 2 semaines pour & glgagermination. Les semis sont ensuite
éclaircis et transférés en serre chauffée (en geriovernale) ou en chambre climatisée a
température constante 22°C, 12 h d'éclairemerer(gité 4000 lux). Les planteAdthaliana
sont directement semées en chambre climatisée.

Pour les expériences de PCR semi-quantitative eintgative, les plantes de
l'accession Col-0 4. thaliana ont été cultivéesn vitro. Les graines sont préalablement
stérilisées dans un mélange 20% Bayroclor, 80%rethabsolu, rincées a I'éthanol absolu
puis semées sur milieu de germination ATG (4,31lg BES micro et macro éléments; 0,5 g
MES 0,05 %; 10 g saccharose 1 %; 8 g agar 0,8 &) bbites sont placées a 4°C pendant 48
h pour I'étape de stratification puis en chambrecdikure (20°C, 16 h de luminosité). Les
tests de résistance sont soit réalisés dans dgsactiments de serre insect-proof et chauffés

si besoin, soit en chambre climatisée aux conditiéclairage énoncées précédemment.

Annexe 2 : Conservation des souches virales

Les souches de potyvirus sont conservées a +4%D &eltechnique de Bos (1969),
sous forme de tissus virosés déshydratés. Cetteodeide conservation présente I'avantage
de fournir un inoculum de méme origine pour tolessrépétitions des tests de résistance.
Avant la réalisation des tests et afin d'augmeatepncentration en virus, les souches virales
sont pré-multipliées sur un héte de multiplicatikes souches de PVY et de TEV sont
multipliées suiC. annuumYolo Wonder eDatura stramoniumrespectivement. Le PVX est
multiplié surN. benthamianales hotes de multiplication du WMV, TuMV et CIYVsbnt la
courgette, le navet &. benthamianaespectivement.

Annexe 3 : Inoculation manuelle des plantes

L’inoculum viral est préparé a partir d'un gramme fduilles fraiches virosées broyé
dans 4 mL de tampon d’extraction (0,03 M,NRO, pH7; 0,2 % DIECA) additionné d’un
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abrasif (carborundum 400 mesh, 20 mg/mL) et de bdmractif (20 mg/mL). Le
diéthyldithiocarbonate de sodium (DIECA) inhibectian des oxydases endogénes qui
pourraient dénaturer le virus lors du broyage etHarbon actif neutralise les inhibiteurs
d’infection. Les plantes sont inoculées mécaniquenge partir de cet inoculum viral, par
frottement des feuilles avec le doigt protégé dexlapuis rincées a l'eau 5 minutes apres

I'inoculation.

Annexe 4 : Détection de I'accumulation virale par BS-ELISA ou RT-PCR

La multiplication virale dans les feuilles inocuséet/ou dans les feuilles systémiques
est mesurée par la méthode immuno-enzymatique DASAE(Double _Antibody Sandwich
Enzyme-linked Immuno_®rbent_Assay, Figure A.1,Clark et Adams, 1977). Elle permet de
détecter la présence des protéines de capside ides grace a l'utilisation d’anticorps
polyclonaux spécifigues conjugués a la phosphatdsaline (tableau A.1). Une réaction
colorimétrique (visualisée au spectrophotometr®mrim) atteste de la présence du virus. Les
échantillons sont considérés comme infectés lordquealeur d'absorbance a 405 nm
représente 3 fois la valeur obtenue pour le térsain (feuille de plantes non inoculées). Des
feuilles ayant servi a la multiplication du virusns utilisées comme témoins d'infection.

La détection du CIYVV se fait par RT-PCR (méthodrite a I'annexe 7) avec des
amorces spécifigues du géne codant pour la capsidie virus (sens
GAGTGGACAATGATGGATGG et antisens AATTTAWWWGACGGATATCTA) car |l

n'existe pas de sérum commercial pour ce virus.

Annexe 5 : Bactéries et levures

5.1. Bactéries utilisées pour le clonage

La souche DH®& (Invitrogen, Subcloning Efficiency™ DHB™ Chemically
Competent Cells) utilisée pour le clonage est uaadrie compétente Gram Epcherichia
coli. Sa transformation se fait par choc thermiquetérees chimio-compétentes). La souche

est conservée a -80°C dans du glycérol.
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5.2. Levures utilisées pour le systeme de doublebinde

Les souches de levures utilisées pour les expé@&sede double hybride sont AH109
(MAT a) et Y187 (MAT o) du kit Matchmaker GAL4 two-hybrid system 3 (Clech, Palo
Alto, CA, USA). Elles possedent 3 génes rapportedBE2, HIS3 et lacZ permettant des
tests d'auxotrophie et d'activifegalactosidase. Des UAS (Upstream activating sempsn
éléments de transcription agissant en cis cheeviaré, régulées par GAL4 (le domaine de
fixation a 'ADN de GAL4 reconnait les séquences3)Asont présents chez ces 2 souches de
levures. Les souches sont conservées sur boites(Y&ideau A.2) et restriées toutes les 3

semaines.

5.3. Levure utilisée pour la complémentation fonctinnelle

La souche JO55 de. cerevisiae(cdc33A LEU2 leu2 ura3 his3 trpl ade2
[YCp33supex-h4E URA3] donnée par JMX Hugues (Hugbtesl., 1999), porte un géene
endogeneelF4E éteint €dc33. Sa survie dépend de la présence du plasmide YDp@x-
h4E URAS3 qui contient une copie de I'ADNc d'un gele4E humain. Ce plasmide est sous
le contréle d'un promoteur GAL, galactose dépendamisouche est conservée sur boite SD

gal/raf -URA (Tableau A.2) et restriée toutes leseBaines.

5.4. Milieux de culture

Le tableau A.2 regroupe les protocoles de prémarates milieux de culture i)(des
bactéries compétentes pour les expériences degdprfg des levures utilisées pour le
systéme de double hybride dans la levure et poapfaplémentation fonctionnelle dans la
levure JO55.

Annexe 6 : Extraction des acides nucléiques

6.1. Extraction d'ARN

Les ARN totaux sont extraits a partir de tissusévégx en utilisant le kit TRI-

Reagent® (Sigma-Aldrich, St Louis, USA). Cette t@gle d'extraction permet d'obtenir, a
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partir de quelques centaines de mg de matéried, fclss ARN purs, de bonne qualité et en
forte concentration. Le matériel végétal est brdgés I'azote liquide puis homogénéisé avec
500uL de solution TRI-Reagent®. Aprés une étapdrdetion au chloroforme, les ARN sont
précipités a l'isopropanol froid. Les culots d'’ARBtenus sont lavés dans 1 volume d'éthanol
a 70% puis solubilisés dans de I'édNase freeLa qualité des ARN extraits est analysée sur
gel d'agarose en conditions dénaturantes (la nograteffectue dans du tampon MOPS-
EDTA 1X, MOPS 40 mM; AcNa 10 mM; EDTA 1 mM, conten&% de formaldéhyde et du
BET pour visualiser les ARN sous UV). Leur quangétdeur pureté sont estimées par analyse
spectrophotométrique a 260 et 280 nm (1 unité des©40 pug d'ARN; les ARN sont de
bonne qualité si le rapport BE/ DO,go €St compris entre 1,6 et 2).

6.2. Microextraction d'ADN génomique de plante

Le protocole utilisé est adapté de la méthode deoriand Tanksley (1995). Le
broyage des tissus végétaux est réalisé dans wangestle tampon sorbitol et de tampon de
lyse des noyaux contenant du CTAB (tableau A.3idd d'un broyeur a piston et de sable de
Fontainebleau. Apres une étape d'extraction dansmédtange chloroforme / alcool
isoamylique (24:1), les ADN sont précipités a fismpanol froid. Les culots d'ADN obtenus

sont lavés dans 1 volume d'éthanol a 70% puis Biskdans de I'tO ultra-pure.

Annexe 7 : Amplification des séquences nucléotidiegs

7.1. La transcription inverse (ou reverse transcrigion, RT)

L'ADNCc est synthétisé a partir de 2 &4 5 pg d'’ARMuEX dans un volume réactionnel
contenant : 10 unités de I'enzyme AMV RT (Promégadison, WI, USA), un oligo dT (21T,
10 uM), des dNTP (4 mM chacun), le tampon de lasteptase inverse (5X) et de la
RNasine (Promega, Madison, WI, USA). La réactioriasependant 1 h 30 a 42°C, puis 15
min a 72°C.
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7.2. La PCR (Polymerase Chain Reaction)

Les amorces utilisées pour les expériences de POR&pertoriees dans le tableau A.4. Les
réactions d'amplification sont réalisées avec 1éudé Taq polymerase (GoTag Promega a 5
U/ulL), dans le tampon du fournisseur additionnévige€l2 (1,5 mM), de dNTPs (0,16 mM
de chaque dNTP) et d'un couple d'amorces spécifiguagment d’ADN a amplifier (0,2
mM). Apres 3 min de dénaturation a 94°C, I'ampdifion est effectuée pendant 30 cycles
successifs comprenant les étapes de dénaturatios € 94°C), d'hybridation (30 s a une
température qui dépend de la nature et donc daripérature de demi-dénaturation (TM) des

amorces) et d'élongation (1 min a 72°C).

Annexe 8 : Techniques de clonage

8.1. Vecteurs de clonage

Les plasmides pGADT7 et pGBK7 sont fournis dankiteMatchmaker GAL4 two-
hybrid system 3 (Clontech, Palo Alto, CA, USA) pdester les interactions protéine -
protéine par le systeme de double hybride dangJaré. pGADT7 contient le domaine
d’activation du facteur transcriptionnel GAL4 (ADJn gene de résistance a I'ampiciline
(Ampr) pour la sélection des clones positifs egpitope HA qui pourra étre reconnu par des
anticorps anti-HA lors des expériences de Westirn(annexe 10) (Figure A.2a). pGBKT7
possede le domaine de fixation a 'ADN de GAL4 (BEY) un gene de résistance a la
kanamycine (Kanr) (Figure A.2b). Tous les fragmdh@R sont préalablement clonés dans le
vecteur pPGEM®-T Easy (Promega, Madison, WI, USA)i posséde le gene Ampr (Figure
A.2c). Le plasmide p424GBP/TRP1 est utilisé pows éxpériences de complémentation
fonctionnelle dans la levure (Figure A.2d). Ce eectest glucose-dépendant et posséde le

géne Ampr.

8.2. Ligation des fragments PCR dans les vecteurg d@lonage

Les conditions de ligation des fragments PCR awe@lasmide pGEM®-T Easy sont
indiquées par le fournisseur : 2 uL de vecteur &g pL de tampon de ligation 2X, 1 pL
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de T4 DNA ligase et 3 uL de produit PCR. La réactieffectue a température ambiante
pendant 1 h. Les vecteurs de clonage pGADT7, pGBKT p424 sont digérés par des
enzymes de restriction adaptées pour ensuite igtrésl aux fragments PCR digérés par les
mémes enzymes. La proportion vecteur / insert pertsr pour ce type de ligation est la

suivante :

L concentration vecteur X taille insert
concentration insert = 3 x

taille vecteur

Le mélange réactionnel contient 1U de T4 DNA ligéBeomega) et son tampon (5X). La

ligation se fait a température ambiante pendant 3 h

8.3. Transformation bactérienne et purification desADN plasmidiques

Les bactéries DHb sont transformées avec les plasmides ligués agmients PCR.
La transformation se fait par choc thermique : bectéries en mélange avec I'ADN
plasmidique sont maintenues dans la glace 30 mim ipaubées 45 s a 42°C et replacées
immédiatement dans la glace. Les cellules sontbées dans du milieu LB pendant 1 h a
37°C sous agitation puis étalées sur milieu sofideectif (Ampicilline pour les vecteurs
PGEMT-easy, pGADT7 et p424 et Kanamycine pour letenr pGKT7). Les boites sont
incubées une nuit a 37°C. L'ADN des clones posstist ensuite purifiés sur colonnes avec le
QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen, Courtaboeuf, ikta), selon les données du fournisseur.

Les plasmides sont repris dans 40uL d'H20 ultrapur

Annexe 9 : Systeme de double hybride dans la levure

Pour étudier les interactions protéine-protéinesyistéeme de double hybride dans la
levure a été mis en ceuvre en utilisant le kit Matgker GAL4 two-hybrid system 3
(Clontech, Palo Alto, CA, USA). Le principe génégg la technique est le suivant: le
plasmide pGADT7 possede le domaine d’activatiofiatgivateur transcriptionnel GAL4 et
pPpGBKT7 contient le domaine de fixation a ’ADN déAlA. Si les protéines appat et proie,
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clonées dans ces vecteurs transformés respectivetams les levures AH109 et Y187,
interagissent, il y a reconstitution de I'activatéxanscriptionnel GAL4 et donc transcription
d’'un géne rapporteur. Il s’agit d’'une méthode dervation des interactions vivoindirecte :
les levures poussent sur milieux sélectifs auxdiesps’il y a interaction entre les deux
partenaires protéiques (Figure A.3a). Le détail déférentes étapes est donné par le
fournisseur (Clontech Yeast Protocols Handbook, mnaim View, CA, USA;
http://www.clontech.com/images/pt/PT3024-1 ydfes levures AH109 et Y187 sont rendues
compétentes par l'acétate de lithium puis transé@snl5 min a 42°C par les plasmides
pGADT7 et pGBKT7 respectivement, portant les prasiappat (ADNc elF4E de plante) et
proie (protéine virale). Les transformants AH109ART 7-elF4E sont sélectionnés sur
milieu SD-L (sans leucine) et les transformants ¥p&BKT7-protéine virale sur boite SD-
W (sans tryptophane). L'étape qui suit est la cgaison entre les transformants (AH109
étant MATa et Y187 MAW). Les doubles transformants sont sélectionnésdigu SD-LW
puis repiqués 3 fois (triplicat) sur les milieuXesdifs auxotrophes SD-LWH (sans histidine)
et SD-LWHA (sans histidine et sans adénine) plusmmins stringents pour détecter des
interactions protéine-protéine plus ou moins folfeigure A.3b). Des contrdles positif et
négatif sont fournis dans le kit Matchmaker GALb#ybrid system 3 : I'antigéne T SV40
interagit avec la protéine p53 tandis qu'il n’iretgit pas avec la laminine (Figure A.3).

Annexe 10 : Western blot

L'expression des séquences codant pour des protéirRdEL chez les levures est
vérifiée par des analyses de western blot. Lalgtadies protéines et leur niveau d'expression

sont ainsi controlés.

10.1. Extraction des protéines totales des levures

Les protéines totales sont extraites des levuresO8Hransformées avec les vecteurs
PGADT7 possédant les genels-4E selon le protocole d'extraction des protéines/GiB8 du
fournisseur Clontech (Yeast Protocols Handbook, MMan View, CA, USA;
http://www.clontech.com/images/pt/PT3024-1 ydies levures sont mises en culture dans du
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milieu YPD liquide jusqu’a atteindre une [éohm d’environ 0,5. Aprés centrifugation, le
culot est resuspendu dans une solution contenanit &e "cracking buffer" (urée 8 M; SDS 5
%, Tris-HCI 40 mM pH 6,8; EDTA 0,1 mM; bleu de brophénol 0,4 mg/mL), 50 pL d&
mercaptoéthanol, 100 puL de solution inhibitrice gestéases et 250 uL de PMSF 100X
(phenylmethyl-sulfonyl fluoride). Les échantilloesnt ensuite mélangés a des billes de verre
et chauffés a 70°C. Les surnageants peuvent éisepags a -80°C.

10.2. SDS-PAGE

La technique utilisée est celle du Slab-gel dégriteLaemmli (1970). Les extraits de
polypeptides totaux de levure sont déposeés surelipayacrylamide SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulfate Poly-Acrylamide Gel Electrophorgsis 12 % apres ajout de 20 pL de
cracking buffer et 2 uL dB-mercaptoéthanol et chauffage a 95°C 5 min. Lagadon du
gel SDS-PAGE ainsi que du tampon de migration ésti sur le tableau A.5. Le marqueur
de taille (SDS-PAGE Molecular Weight Standards, lRa&nge, BioRad, Hercules, CA, USA)
est également déposé. La présence de polypeptahasies échantillons déposés est vérifiée,
avant de passer a I'étape du western blot, paratima au bleu de Coomassie pendant 30 min
du gel de polyacrylamide, suivie de lavages adla@cétique 7 % pour éliminer le bleu non

fixé. La sensibilité de détection de ce colorantlesoriquement de 50-100 ng de protéines.

10.3. Immunoblotting

La premiére étape est le transfert liquide des pgmgtides sur membrane de
nitrocellulose. Le montage du western blot estitiéar la figure A.4. Le tampon de transfert
est constitué de 48 mM de Tris-base; 0,037 % de;d9SmM de glycine et 20 % de
méthanol. Le transfert s’effectue dans une cuveféto8E 245 Dual Gel Caster (San
francisco, CA, USA) pendant 45 min a 80V. La demeaéétape est la coloration au rouge
Ponceau. Il s’agit d’'une coloration fugace (proésimon fixées) qui permet de vérifier que les
polypeptides ont bien été transférés du gel pojaeride vers la membrane de nitrocellulose
Hybond ECL (Amersham Biosciences, Saclay, France)membrane est ensuite rincée a
I'eau et les sites aspécifiques sont saturés pabation de la membrane toute une nuit (O.N.)
dans du TBS-Lait 5 % (Tris-base 500 mM pH 8,0; Na@Gl mM) a 4°C. La troisieme étape
est le dépbt de I'anticorps primaire : la membrastincubée 4 h a température ambiante
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dans un mélange TBS-5 % lait contenant I'anticarmmoclonal HA (12CA5, Roche) a la
dilution 1/1000. La membrane est ensuite lavéeessicement dans du TBS et du TBS-0,1
% Tween. L’anticorps secondaire, serum anti-sadeisapin couplé a la phosphatase alcaline
(Sigma-Aldrich, St Louis, USA), est ensuite déposé&a membrane est incubée 2 h a
température ambiante dans un mélange TBS-5 % daitenant I'anticorps secondaire a la
dilution 1/2000. La membrane est ensuite rincéeesgivement dans des bains de TBS, TBS-
0,1 % Tween et TBS. La derniére étape est la régalan déposant 2 mL du substrat NBT-

BCIP sur la membrane.

Annexe 11 : Bases de données et liens internet

Pour analyser les séquences, en plus des logatéks dans le chapitre lll, les sites

internet suivants ont été utilisés :

- http://align.genome.jp/: site d'alignement multiple de séquences, quimper
également de sortir les résultats sous forme @anparenthésés, nécessaires pour les analyses
dans l'exécutable codem| de PAML.

- http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.htopour sortir des fichiers
d'alignements de séquences au format des pubhsatio

- http://'www.bioinformatics.org/sms2/ident_sim.htmregroupe tout un ensemble de
fonctions d'analyses de séquences de base, dersimmgede séquences...

- http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_wwegi : pour définir des amorces

- http://bcf.arl.arizona.edu/resources/online_todésie.php: pour mettre les

séquences au format fasta

Plusieurs bases de données sont également cossultée

Bases généralistes :

- http://lwww.tigr.org/ : TIGR, The Institute for Genomic Research, quperforie

toutes le séquences EST (Expressed Sequence TEQ)(&entative Consensus) connus pour

un grand nombre d'espéces (végétales et animales).
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- http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrezl'incontournable site de NCBI qu'on ne
présente plus. Tous les BLAST sont effectvi@ette base de données.

- http://mww.ebi.ac.uk/ EMBL-EBI, European Bioinformatics Institute, d@valent
européen du site Entrez PubMed de NCBI.

- http://lwww.arabidopsis.org TAIR, The Arabidopsis Information Resource, qui
rassemble l'ensemble des données de biologie ntalécet de génétique de l'espéke
thaliana

- http://soldb.cit.cornell.edu/ SGN, Sol Genomic Network, contient des informasi

de génétique, génomique et taxonomiques sur lexesme Solanacées et Rubiaceae (café).

Bases spécifiques des geedis4E :

- http://'www.avignon.inra.fr/evolutif/ : EvoluTIF, Evolutionary dynamics of
Translation Initiation Factors in plants, ce sii@s en place dans le cadre du projet BRG-
2005-2006, donne accés a une base de données pagrales séquences des genes du
complexe d'initiation de la traduction chez lesna. Il est I'un des membres d'une famille
d'infoservices dédiés aux études du polymorphismeétinpue chez les plantes d'intérét
agronomique : Tritipol (Triticeae Polymorphisngt Eagle (Ecological and Association
Genetics in LEgumes).

- http://lumbicc3-215.umbi.umd.edu/iisstart.assite développé par B. Joshi et R.
Jagus regroupant l'ensemble des connaissancessexqgsur les genes de la famille
multigénique elF4E.
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Tableau 1.1. Caractéristiques des différentes séleons naturelles et leurs effets sur la généalogaes genes et les fréquences alléliques
(d'apres Bamshad and Wooding, 2003).

Sélection naturelle

Caractéristiques

Neutre

Positive,
adaptative,
diversificatrice,
darwinienne

Balancée,
équilibrante

Négative,
purificatrice

Absence de sélection

Favorise les variants génétiques

Maintien le polymorphisme
alléligue dans une population

Diminue la fréequence ou élimi
les variants génétiques

Effets de la sélection sur la généalogie des génles fréequences alléliques*

P Temp:
/ < yd ~ // ™
— régﬁé Fixation de I'alléle
= S INE neutre (en rouge)
e AT SN

Fixation rapide d'un
alléle (en vert) aprés un
évenement de sélection

positive (fleche)

Ni fixation ni extinction
de 2 alléles (en bleu et
marron)

Fixation d'un alléle (e
rose). Chaque rond
rouge représente
I'élimination d'une
mutation délétere
(Itale

*Chague panel représente la généalogie compléte gopulation de 12 individus haploides. Chaqueeligtrace la généalogie d'un individu, les ligeregouleur représentent tous les descendants yhéaté soit
= d'un alléle neutre, soit d'un alléle affecté pasdkection naturelle a partir de leur ancétre comfeoalescence de la généalogie).
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Tableau 1.2. Indices du polymorphisme moléculaire.

Indice  Définition

Ne Nombre d'individus d'une population idéale, aaggielé taille
efficace de la population

VI Taux de mutation par géne et par génération

T Diversité nucléotidique (nombre moyen de difféesnoucléotidiques
par base entre 2 séquences prises au hasard déokamiillon)

Ow Taux populationnel de mutation de Watterson (n@nalar sites en
ségrégation par base en tenant compte de ladéilbace de la
population)

Tableau 1.3. Tests de neutralité utilisés courammenpour détecter de la sélection a partir des séquers d’ADN génomique(d'aprés
Bamshad and Wooding, 2003).

Tests Ce qu'ils comparent Références

Tests basés sur le polymorphisme intraspécifique

D de Tajima Le nombre moyen de différences de ntidié® par paire de séquences est comparé ad ajima, 1989
nombre total de sites qui ségregent (SNPs)

D de Fu and Li Le nombre de variants nucléotidiqiéivés présents une seule fois est comparé au Fu and Li, 1993
nombre total de variants dérivés

F de Fu and Li Le nombre de variants nucléotidigiéss/és présents une seule fois est comparé au Fu and Li, 1993
nombre moyen de différences entre paires de ségsienc

H de Fay and Wu Le nombre de variants nucléotidigsgrvés a des fréquences faibles et élevées estFay and Wu, 2000
comparé au nombre de variants observés a des frigegitermédiaires

Rapport dN/dS = Compare les taux de substitutions non-synonymdssesubstitutions synonymes dans leiset al., 1985
régions codantes Nei and Gojobori, 1986

Tests basés sur la comparaison entre la divergetezspécifique et le polymorphisme intraspécifique

Test Hudson-Kreitman-AguadeCompare le polymorphisme intraspécifique et la djeace entre espéces a au moins 2Hudson et al., 1987
(HKA) locus

Tests McDonald and Kreitman Compare les nombresibgtitutions non-synonymes et de substitutions isymes McDonald and
contribuant au polymorphisme intraspécifique et divergence interspécifique Kreitman, 1991
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Tableau 1.4. Traces de sélection détectées sur EEmnesR chez les plantes.

Locus R de Pression de sélection

Hote végétal Pathogene . . R Références
résistance exercée sur le gene R
A. thaliana Peronospora parasitica Rppl Sélection balancée Boteksd al., 1998
(oomycete) Rpp5 Sélection balancée Noet al., 1999
Rpp8 Sélection balancée McDowet al., 1998; Dinget al., 2007
Rpp13 Sélection balancée Roseal., 2004; Dinget al., 2007
Pseudomonas syringae Rpm1 Sélection balancée Stadti al., 1999; Shemrt al., 2006
(bactérie)
Rps2 Sélection balancée Caicedbal., 1999; Mauricicet al., 2003;
Ding et al., 2007
Rps5 Sélection balancée Tiat al., 2002; Sheret al., 2006
Rps4 Sélection diversificatrice Bergelsah al., 2001
Tomate Pseudomonas syringae Pto Sélection balancée + purificatrice Rageanl., 2005; Roset al., 2007
(bactérie)
Fusarium oxysporum 12 Sélection purificatrice Coucekt al., 2006
(champignon)
Cladosporium fulvum Cf2/5 Sélection faiblement balancée (& Dixon et al., 1998
(champignon) I'extrémité 5') et fiablement
diversificatrice (a I'extrémité 3")
Lin Melampsora lini (champignon) L Sélection diversificatrice Dodds al., 2000; Doddet al., 2006;
Ellis et al., 2007
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Tableau 1.5. Répartition des membres de la famille multigéniquelF4E répertoriés dan:
les bases de donnédd'aprées Josht al, 2005).

Nombre de membres de la Nombre d'especes Nombre de membres de

Regnes famille elF4E identifiés" représentées la famille elF4E/espéce
Metazoaires 186 89 2,09
Plantes 155 83 1,87
Champignons 42 36 1,17
Protozoaires 28 22 1,27
Total 411 230 1,78

L eIF4E dont la séquence nucléotidique codante aéndifiée

Tableau 1.6. Pourcentages d'identité en acides aminés des pratés elF4E1,elF(iso)4E
et nCBP cheZzA. thaliana, L. esculentum(tomate), Oryza sativa(riz) et Triticum aestivun
(blé) et des protéines elF4E cheBomo sapiens(homme) etSaccharomyces cerevisi
(levure). Les pourcentages d'identité protéiques entrertbslogues sont surlignés @une

ceux des paralogues en blanc.

= £ =
> =} >
IS IS IS
T O T o © O
S 3 E |8 3 ElE 3 £
£2 2af 2 £ 3
28282828z ¢|lg 8z ¢
o P w c|la o v ®
O o W E w|lo g v gl g v €
g 2 © 3 ©o 8 o w© 3 8 a « 3
8§ 3 5= E|8 8 2|8 8 & £
= > = = = > = = = > X =
< 0 0 - Tl OO0 |l O 0O
elFAE1 elF(iso)4E nCBP
Arabidopsis thalian 40 26
Lycopersicon esculentufm, 62 41 24
Oryza sativg { | 62 64 41 24
Triticum aestivuny = | 59| 62 80 43 24
Homo sapien 30 31 34 32
Saccharomyces cerevisipe | 27 28 26 27 2§
Arabidopsis thaliana & | 40 25
Lycopersicon esculentu ’c; 41 62 25
Oryza sativg [T 41 61 69 24
Triticum aestivunp © 43 60 67 82 21
Arabidopsis thalian 26 25
Lycopersicon esculentu 24 25 71
Oryza sativg 24 24 70 72
Triticum aestivu 24 27| 68 7C 84
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Tableau 1.7. Interactions biochimiques entre les feteurs elF4E et les protéines virales.

Protéines de la plante

Protéines virales

Tests biughies d'interaction

Références

elF4E1A. thaliana  VPg-Pro TuMV
VPg PVY

elF(iso)4EA. thaliana VPg TuMV

VPg-Pro ToRSV

VPg PVY
elF4E blé VPg PVY
elF(iso)4E blé VPg-Pro TuMV
VPg PVY
elF4E1 tomate VPg-Pro TEV
elF4E1 tabac VPg-Pro TEV
elF4E1 laitue VPg LMV

Systeme ELISAIf vitro)

Léonardet al., 2000

GST pull-down i vitro) + baculovirus recombinants(vivo) Grzelaet al., 2006

Systéme double hybride dans la levurev{vo)

Chromatographie d'affinitén(vitro)
Systéme ELISAIf vitro)

Wittmannet al., 1997
Miyoshi et al., 2006
Léonardet al., 2002

GST pull-down i vitro) + baculovirus recombinants(vivo) Grzelaet al., 2006
GST pull-down i vitro) + baculovirus recombinants (vivo) Grzelaet al., 2006

Systéme ELISAIf vitro)

Léonardet al., 2000

GST pull-down i vitro) + baculovirus recombinants(vivo) Grzelaet al., 2006

Systéme double hybride dans la levurev{vo)
Systéme double hybride dans la levurev{vo)

Spectroscopie

Schaackt al., 2000

Schaackt al., 2000
Michonet al., 2006

Tableau 1.8. Génes récessifs de résistance aux \8rohez les plantes correspondant a des facteurs ¢

Génes Plantes Virus Références
Alléles naturels
pvr2®, pvrl elF4AE1 Piment Capsicumspp.) PVY, TEV Potyvirus) Ruffel et al., 2002; Kanget al., 2005
pvr2 + pvré elF(iso)4E  Piment Capsicumspp.) PVMV Potyvirus) Ruffel et al., 2006
potl elF4E1 Tomate Lycopersiconspp.) PVY, TEV Potyvirus) Ruffel et al., 2005
sbml elF4E1 Pois Pisum sativun PSbMV (Potyvirus) Gaoet al., 2004
mo1!, mo1? elFAE1 Laitue (Lactuca sativa LMV (Potyvirus) Nicaiseet al., 2003
rym4/5 elF4E1 Orge Hordeum vulgarg BMMV, BYMV, BYMV2 Steinet al., 2005; Kanyukat al., 2005
(Bymovirug
nsv elF4E1 Melon (Cucumis meloih MNSV (Carmovirus) Nietoet al., 2006
Mutants
At-elFAE1 elF4AE1 A. thaliana CIYVV (Potyvirus) Satoet al., 2005
At-elFAE1(cuml) elF4El A. thaliana CMV (Cucumovirug Yoshiiet al., 2004
At-elF(iso)4E elF(iso)4E A. thaliana TEV (Potyvirus) Lellis et al., 2002
At-elF(iso)4E elF(iso)4E  A. thaliana TuMV, LMV (Potyvirus) Dupratet al., 2002
At-elF(iso)4E elF(is0)4E  A. thaliana PPV (Potyvirus) Decrooccet al., 2006
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Arabidopsis, lin, _ )
“pomme de terre, tabag Tomate Riz, mais

»
P>

Cf2/9

Cf4/5 Xa2l
RPP1* RPP8/HRT*
RPP2a*RPP13*
RPP5* RPM1*
RPS4* RpPS2*
L6 RPS4* PRF
M Rx 12C-1
N Gpa2 RPWS* () NB (Nucleotide binding)

W OOCOOOOCIOCOOOODCIO0
O TIR (Toll/interleukin receptor-like)

O cc (Coiled-coil)

? -
? 5 O Ser/Thr kinase

Figure 1.1. Caractéristiques structurales des proties codées par les gené&schez les
plantes (d'aprés Holub, 2001).

Domaines protéiques

§ LRR (Leucine-rich repeat)

I Transmembranaire
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Protéines
Avr
f_H

Cellule de la plante hote

A
v

-

a.
@ |
J—}"_ — Pas de défenses activées,
| DOI =5 Q_’- . g w > métabolisme altéré

_— e

Pathogéne
Protéines hotes qui ne reconnaissent pas Avr
b.
> Transduction . .
D —> dusignal —> Défenses activées
Protéine R
C. Q
Transduction
In ] s e
DO._:_B"' du signal —» Défenses activées

Protéine de garde

Figure 1.2. Interactions entre les protéines Avr du pathogénetdes protéines R de la
plante (d'apres McDowell and Woffenden, 2003).
a. Absence de protéines R capables de reconnaitpede&nes Avr : la plante ne détecte pas

le pathogéne.

b. Modele d'interaction directe "éliciteur-récepteutinteraction directe entre les protéines
Avr et R déclenche une cascade de signalisatioduisant a la réaction de défense.

c. Modéle de garde :

la protéine Avr interagit avagtotéine de garde. Cette interaction

induit des modifications dans la protéine de gapgievont étre reconnues par la protéine R; la
cascade de signalisation a 'origine de la résistae la plante est alors déclenchée.
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o Sélection de l'allél®1

Pathogéne avirulent
Plantes résitantes
R1a haute fréquence

Pathogéne virulent
Plantes sensibles
R1a faible fréquence

@ sélection deivrl @ Sélection contréwrl

Pathogéne virulent Avrl muté
R1a faible fréquence R1linefficace
Plantes sensibles Plantes sensibles

@ Sélection contr&1

Figure 1.3. Coévolution d'un géneR de I'héte et du géneAvr de l'agent pathogene
correspondant.

L'agent pathogéne porte un géne d'aviruleAsgl) qui est reconnu par un alléle r&é (1).
Ceci entraine une augmentation de la fréquence'atleld R1 dans la population. Les
pathogenes pour lesquelsr est muté sont ensuite sélectionnés car ils peunéstter les
plantes portant l'allel®1 (2). L'efficacité deR1 diminue et comme un co(t de fitness est
associé aux geneR, les plantes portant l'allelR1 ont une fitness réduite (3), donc la
fréquence d®1diminue. La population de pathogénes possédeum#orrl. En absence de
R1, Avrl confere une meilleure fitness et sa fréquence @apspulation va augmenter (4).
Ceci reconduit a une sélection B4. Dans les populations de plantes et de pathogeres,
cycle est permanent (d'apres Jones and Dangl, 2006)
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a. Modeéle "course aux armements"

Pool de genes Temps R
dans une population >

Aliéle /F} /\ /\\ /\ /\{\

/
source )C X \k_,/ _J\‘ X Y A

Nouvel -

alléle Allele
éteint

b. Modeéle "guerre des tranchées"

J L
2AN
*Alleles Alléles
|I rares fréq uenti !||

c. Combinaison des 2 modéles

—

A2

o e /\.- -«\ PESRLE

)CJC\J § g iRy |
)\/{ aﬁ-ﬂ/{ >\Rarp %

Figure 1.4. Evolution des gene& dans une population (d'apres Holub, 2001).
a. Modéle "course aux armements" ou "transitoireds &nciens alleleR sont remplacés a
chaque cycle par un nouvel all@esuite a I'émergence de nouvelles formes d'aviceletu
pathogene. Le nouvel alleR a soit divergé a partir d'un allele existant partation ou
recombinaison soit il vient d'une autre populatibn. Modéle "guerre des tranchées”
beaucoup d'alleles sont maintenus dans la mémdatimgpupar du polymorphisme balancé.
Les alleles sont frequents quand ils conférentrésistance efficace a un temps donné vis-a-
vis du pathogene avirulent correspondant; Lorsgueadivelles formes virulentes émergent et
contournent la résistance, les alleRsrares vont augmenter en fréequence et les autres,
incapables de conférer la résistance a ces nouysEghrgenes, vont diminuer en fréquence.

c. Combinaison des 2 modeles : la population progragsartir de cycles transitoires puis il y
a maintien des variations alléliques qui s'accuntu@ns la population de I'héte.
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PABP o O elF4E

ARNM AAAAAAAAA
elF4G elF4A
© elFaB M Q Q

Complexe elF4F

o Circularisation de 'ARNmM

Met-ARNt
eIF5eIF%
elF3 ¢
<E'§?8’ GTP

O elF1

40S
O elF1A Q

Complexe 43 S

9 Le complexe 43S scanne 'ARNm
jusqu'au codon d'initiation

9 Formation du ribosome 80S GTP
et initiation de la traduction
GDP

Figure 1.5. Etapes de l'initiation de la traductionchez les eucaryotes.
PABP, Poly-A Binding Protein; elF, eucaryotic latibn Factors.
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RIZASOAE ~ --mmmmmmmmmemmccaiaoos MAEVEAA-PIAAA -ETPEVAAA--EGAAAAKA

BIGHSOAE  --e--eommmmemamioiioos MAEVEAALPVAAT -ETPEVAAEGDAGAAEAKG
TOMALE-SOAE == - - -xommmmmmemmcemmcammcame MATEAPV EAT-EIPSVAAA----ETVEKQ
Arabi-SOAE <= - -xmmemmme e MATDDVNEP LPAAAELPATEAE-------- KQ
Riz-4E1 MAEEHETRPP---SAGRPPSSG--RGRADDADEREEGEIAD-DDSGHAPP--QANP-AAP
Blé-4E1 MAEDTETRPA---SAG-----=---=---- AEEREEGEIAD- DGDGSSAA--AAGR-ITA
Tomate-4E1 ~ MAAAEMERTMSFDAAEKLKAAD--GGGGEVDDELEEGHENESNDTASY--LGKE-ITV
Arabi-4E1 MAVEDTPKSVVTEEAKPNSIENPIDRYHEEGDDAEEGEIAGEGDGNVDE--SSKSGVPE
Homme-4E  =--secmseomcomcomaoas MATVEPETTPTPNPPTT EEEKTESNQEVANPEHYI
LeVUre-4E = --ee-mmomcamcomioas MSVEEVSKKFEENVSV DDTTATPKTVLSDSAHFDV
61
Riz-iS04E PN KT HRQWAFWYD|I QS $ L RKAV|TFDTVE GG / TVNADFH
Blé-iS04E PHKUQRQWTFW Y|D|I Q[TK $ G|Y[TIFDTVE §G VGISADFH
Tomate-iso4E P H RKWTEWFD f TFEEFEYS VT\NADFH
Arabi-isodE  PHK|LE[RKWBSFWF K| RKAYT|HD TV DA LTIANAEIH
Riz-4E1 -HAUEHAW[THWF fe ‘ THESTVED VY GADFH
Blé-4E1 -HAUENAW[THWF D g TESTVED NVGADFH
Tomate-4E1 ~ KHAVEHSWMTFWE T g NV[Y[TF STV LIMGADFH
Arabi-4E1 SHPLEHSWTEWFD GBBLRAVATFSTVE LAHGADFY
Homme-4E KHALUQNRWALWF---FKNDKSKTWQAINLRLISKFDTVET MPGCDYS
Levure-4E KHPLNTKWTLWY[TKPAVD-KSESWSOULRPVT$EQTVEE PLKSDYH
121 _ _ _
Riz-iS04E LAKAGYEPKWEDPECANGGKWT---VPCSRKTLENM\V[EMALIGH -ESE
Blé-is04E LAKIAGYEPKWEDRECANGGKWT---VISSRKTNUDTMWLETMALIGE -ESQ[E
Tomate-iso4E  LAKAG|HPKWEDPHGANGGKWT---ATSSRKANLET TLMALVGERFD-ESHD
Arabi-iso4E  LFKAGMEPKWED|PIHJANGGKWTW-VVTANRKEALDKGEMLMALIGH -EAD
Riz-4E1 CFHNKJBEPKWEDRICIANGGKWT----FSCGRGKIYOTNWLHTLAMIGH -YGD
Blé-4E1 CFHNKJEPKWEDRICIANGGKWT----ISCGRGKSPTFWLUHTLLAMIGH -FGD
Tomate-4E1  CIFKHKIEPKWEPPMAANGGTWK----MSFSK[GKSD TYLAMIGH -HGDE
Arabi-4E1 CEKH|IEPKWEDPICANGIGKW[T----MTFPKEKSDKSWUWTLLALIGE -HGD
Homme-4E LFKPGJIEAMWEPEKNKRGERWLITLNKQQRRSDIDRFWILETIGE[SFODYSD
Levure-4E VERNPVRPEWEDEANAKGGKWS--FQLRGKGADQIDELUWLURRAVIGE[TIDEDDS

Riz-iso4E \ SFH---DDAKREKPS

Blé-iso4E \ SFH---DDSRSQKPS

Tomate-iso4dE  V BFH---D KRERSA

Arabi-iso4E VA NNH---D RRS---

Riz-4E1 \ VH---DDAAKKMDKG

Blé-4E1 \% VH---EDAIKRSDKG

Tomate-4E1 \Y FIFH---D KRLDRN

Arabi-4E1 \% | IH---ED KLDRN

Homme-4E YQSHADTATKSGST

Levure-4E \ |EFFP---HSSANGRH
241 o

Riz-iso4E RGGRY|NV

Blé-iso4E RGGRYI|T]

Tomate-iso4dE  KS-RYT

Arabi-iso4E ---RFTYV,|

Riz-4E1 LKNRY[TV

Blé-4E1 PKNRY[TM

Tomate-4E1 AKNRYT

Arabi-4E1 AKNAY(TA

Homme-4E TKNRH

Levure-4E PQPSITE] ]

Figure 1.6. Alignement des séquences protéiques de elF4E1l eF@s0)4E deO. sative
(riz), T. aestivum(blé), L. esculentum(tomate) etA. thaliana (Arabi) avec les elF4E ds
Homo sapien (homme) etS. cerevisiadlevure).
Les acides aminés importants pour la stabilitéadstducture de la protéine sont encadre
noir. Les acides aminés impliqués dans la fixatola coiffe des ARNm sont sughés e
> Les acides aminés "spécifiques des plantes"sotignés ervert. Les acides amin
surlignés enbleu sont ceux qui différencient les isoformes elF4Eeli(iso)4E (d'apre
Monzingo et al., 2007).
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a. Imitiation de la traduction de TARN wiral b. Stabilité du génome viral

AFHTiml

Burymes de dégradation de LARE

* A FHwiml

\ % 46
EEIF"_G 4

Comples didtinie d latraintio de laphrtehits

c. Transport intracellulaite du génome viral d. Réplication du génome viral

Figure 1.7. Riles hiologigques potentiels de 1'interaction eIF4 E'VPz dans I'infection virale.
(&) Dats Mindtiation de la traduction de TARN viral

() Pour la stabilité du génome du gotyritus

(€) Pour le transport intracellulaire du génome viral

() Pour la réplication de LARN des notirrinus
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90°

m’GDP dans la poche de fixation a la coiffe

Figure 1.8. Localisation sur la structure tridimensionnelle elME du blé des acides
aminés impliqués dans la résistance aux potyvirus.

La vue de gauche montre IE@GDP dans la poche de fixation & la coiffe. La vaaltbite est
une rotation de 90° a droite par rapport a I'axticad. Les acides aminés impliqués dans la
résistance aux potyvirus sont en rouge pour la ter(RRuffel et al, 2005), en bleu pour la
laitue (Nicaiseet al, 2003), en vert pour le pois (Gabal, 2004) et en orange pour le piment
(Kanget al, 2005; Ruffelet al, 2002). D'aprés Monzinget al. (2007).
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zone centrale de la protéine VPg

[ ]
1 99 130 188

Contournement des genes
récessifs de résistance

Souches de potyvirus

PVY-LYES4 FSEVRKKMVEDEIEMQALRSNTNIHAFRKD

PVY-SON41p ... R T.D.HS........ pvr2 chezCapsicum annuum
PVY-LYES84 FSEVRKKMVEDEIEMQALRSNTNIHAFRKD

PVY-LYE84.2  .vviiiinnnnen Ho potlchezLycopersicon esculentum
PSbMV-DPD1 |IGDDRREAMWDELDKQLFVTRPTIEAYIKD

PSbMV-NY e VF..T..S.AVRSNH......... sbmichezPisum sativum

TVMV FGEIRREAILADAMSPQQ--RNKGIQXFVRN

TVMV-S ICS..--KS.......... va chezNicotiana tabacum

Figure 1.9. Comparaison de la position des acidesranés dans la partie centrale de la
VPg impliqués dans le contournement des genes résds de résistance(d'apres
Borgstrom and Johansen, 2001; Moatwl, 2004; Rajamaki and Valkolen, 2002).

Les acides aminés en gras sont conserves et pennkdlignement des séquences des VPg

de différents potyvirus.
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Photo Courtesy Neil Miles, University of www.inra.fr/hyp3/images/6034233.jpg Photo courtesy of Tom Zitter, Extension Vegetable
Guelph Pathologist, Cornell University

Photo INRA Montfavet www.bspp.org.uk/ndr/july2005/ http://www.gmo-
2005-42-1.jpg compass.org/eng/agri_biotechnology/breedi
ng_aims/148.disease_resistant_crops.html

Figure 1.10. Exemples de symptémes causeés par les potyvirus glgs plantes cultivées.
a. Plum pox virus(PPV) sur fruit du pécheh. Pea seed borne mosaic virgBSbMV) sur
feuille de poisc. Watermelon mosaic virudVMV) sur potiron,d. Potato virus Y(PVY) sur
feuilles de pimente. Zucchini yellow mosaic viru&ZYMYV) sur feuille de melon et Papaya
ringspot virus(PRV) sur feuille de papaye.
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ARN simple brin de polarité positive

> 5UTR 3'UTR
observées au mlcroscope 'AAAAAAA

électronique.

Traduction

N~ l } b }
v

Protease Réplication  Réplication Réplication;
du génome  du génome Liaison a I'ARN viral;

Réplication;
Encapsidation;

Repllcatlon (hélicase) Mouvement de cellule Mouvement de cellule
du génome a cellule et systémique; a cellule et systémique
il Protéase (Pro) Transmission par pucerons
—>
Protéase Ancrage
Pa de la Nla Réplication
Suppression du PTGS; et de la VPg du génome
Réplication du génome; sur le réticulum (ARN dépendante
Transmission par pucerons; endoplasmique ARN polymérase)

Mouvement systémique dans la plante

Figure 1.11. Organisation génomique, processus deaturation des potyvirus et
fonctions attribuées aux protéines.
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Locuspvr2 - Chromosome P4 Chromosome P3 ?

s N pwr® 6
3QTL pvr
pvrl pvr2t pvr2 puz A (avecpvrzz) VI3

Tobacco etch virus - -

Pepper mottle virus

Potato virus Y (0,1,2)

Potato virus Y (0) -
Potato virus Y (0,1)

Potato virus Y (0,1,2,3)

Pepper veinal mottle virus -

A
A

Résistance cellulaire l

Inhibition
de la migration
a longue distance

Figure 1.12. Facteurs récessifs de résistance awotgvirus chez le piment : spectre
d'action, mécanisme et localisation chromosomique.

Il Résistances qualitatives

m Résistance quantitative
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Kondara

Rubezhnoe-1

Sakata

Ishikawa

Enkheim-T

+ | R @ accessionsde lacore8 < accessions de la core 32
O accessions de lacore 16 <& accessions de la core 40
O accessions de la core 24 ¢ accessions de la core 48

polymorphisme entre accessions
d'une méme core

Figure 1.13. Répartition, en fonction de leur degré de polymorpsme, des 48 accessions
d'Arabidopsis thalianade la core collectiond'apres McKhanet al, 2004).
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Antibois

Bastidon
Doux Long Landes
Yolo Wonder Pimiento Morron Lamu
Florida VR2
P1201234
LP1

Flambeau
YoloY
Avelar

Cuba 3
Chay Angolano
SC81
HD-C69 PI195301
Serrano Vera Cru

4
Chile de Arbol
Maroc 1 Perennial
PI322719
H3
PI187331

Bousso 1

Figure 1. Map showing origin of the 25C. annuumgenotypes used in this study.

Table 1. Amino acid substitutions observed betweetteduced elF4E protein sequences
from the twenty five C. annuum genotypes and their corresponding alleles.

C. annuumaccessions Alleles Position of amino acid substitutions

66 67 68 73 74 79 107 109 205
Yolo Wonder (YW) pvrz* P V A A A L G D D
Flambeau pvr2* b - . R _ R R )
P1187331 pvr2 - - - R R R _ R _
Cuba3 pvr2 - - - B, . _ R i _
Pimiento Morron pvr2 - - - B, . _ R i _
Antibois pvr2 R _ - _ _ } R } R
Bastidon pvr2 R _ - _ i } R } R
Doux Long Landes pvrz* - - - - - } _ B _
Lamu pvr2* - - - - - - - - -
Boussol pvr2* R _ - _ i } R } R
H3 pvr2* - - - - - - - - -
Yolo Y (YY) pvr2 - E - - R - - _
Avelar pvr2 - E R R _ R R R ;
Florida VR2 (F) pvrZ - E - - RIE B N _
Chay Angolano pvr? - E - . R ) N )
Perennial pvr2® - E R R i _ R R G
HD-C69 pvr2 - E - - - - - - G
P1201234 pvr?® . E - _ . B ; ; G
P1322719 pvr2* - E - . R R R _ _
scs1 pvr® T E - D - - - - .
Marocl pvr2?® - - E D D B B B G
LP1 pvr?® N D D B _ . G
Serrano Vera Cruz pvr27 - E - - N R _ _ G
P1195301 pvr?® . . E j B _ R _ j
Chile de Arbol pvr2® - - E D . _ _ B G

#HDCB69 is a doubled-haploid line obtained from thehffrid (Criollo de Morelos 334 X YW) that possesses onhgeessive resistance
allele (from Criollo de Morelos 334) for resistarioePVY-0.

P amino acids identical to those of elF4E from Yoloiwler.

¢ additional sequencing of elF4E cDNA from distidorida VR2 plants coming from various seed batcteswed that amino acid at
position 79 is either a L or a R.
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Table 2. Resistance phenotypes against PVY and TE#rains of pepper genotypes used
in this study.

Genotypes elF4E alleles PVY- PVY- TEV- TEV-
LYE84 SON41 HAT CAA10
Yolo Wonder (YW) pvr2 S? S S S
Flambeau pvr2 S S S S
P1187331 pvr2 S S S S
Cuba3 pvr2 S S S S
Boussol pvr2 S S S S
Pimiento Morron pvr2 S S S S
H3 pvr2* S S S S
Doux Long Landes pvi2 S S S S
Lamu pvr2 S S S S
Bastidon pvr2 S S S S
Antibois pvrZ S S S S
Yolo Y (YY) pvr2t R S S S
Avelar pvrZ R S S S
Florida VR2 (F) pvr2 R S R S
Chay Angolano pvr2 R S R S
Perennial pvr2 R S S S
P1201234 pvr2 R S S S
HD-C69 pvrZ R S S S
P1322719 pvr2 R S S S
scs1 pvr2 R R S S
Marocl pvra R R S S
LP1 pvr? R R S S
Serrano Vera Cruz pvi2 R R S S
P1195301 pvr2 R R S S
Chile de Arbol pvrd R R S S

4R, resistant and S, susceptible

® HD-C69 is a doubled-haploid line obtained from Eadaybrid between Criollo de Morelos
334 and Yolo Wonder that possesses only a recesesigtance allele (from Criollo de
Morelos 334) for resistance to PVY-0

204



a4
elF4E1_T. aestivum |TAIWN J A HC @;l AN FRWTISC TFWlNH HQ
elFAE1_ C.annuum AT EHB RN ‘ I IE NG u KMSF - SWLYTL AMIGHQ
* *.H o
5!) Gl) 7[) 8!) 9[) llJO 110 140 140 1410 1&]:0

a5 9 10

ﬂw&——»ﬂﬂ/\/\/\/\/w
elF4E1_ T. aesti vum FOQFGD EF KEFLD AKRSDKGPK
elF4E1_ C. annuum HED ¢GA! NET IF AKRLDRNAK T

S 240 240 s 1

Figure 2. Alignment of amino acid sequences and sewary structure for wheat

(Triticum aestivun) elF4E and predicted elF4E protein fromC. annuumYolo Wonder
genotype.

Amino acid positions are numbered according toptieelicted elF4E protein sequence from
C. annuumPolymorphic amino acids identified in this stuathe in black boxes. Blue open
boxes indicate the two neighbouring regions presiypdemonstrated to be involved in
resistance against potyviruses (Robaglia and Carafb6). Amino acids involved in'@TP
binding are boxed in red. Amino acids importantdtabilizing the structure of the protein are
in black open boxes. "Plant-specific" amino adids, conserved in more than 95% of plant
species and different from those in other eukas)atee boxed in green (Monzingbal.,
2007). Beta sheets are represented by arrows, hfdixaby oscillations and turns by open

squares.
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251 PVY-LYE84 TEV-HAT

> <

151

Absorbance (405 nm)

Figure 3. Genetic analysis to examine the recessinature of PVY-LYE84 or TEV-HAT
resistance (F1 hybrids with YWpvr2+) and allelism relationships withpvr2 (F1 hybrids
with YY- pvr21or with F-pvr22).

F1 hybrids were inoculated with PVY-LYE84 or TEV-HAand assayed for viral coat protein
accumulation by DAS-ELISA at 30 dpi in non-inoceldieaves. The assay includes a healthy
control (non-inoculated plants of YW) and a susddptcontrol (YW inoculated plants).
DAS-ELISA was considered to be positive when theoaance value at 405 nm of the

sample was at least three times greater than tlaa reue of the healthy controls. Error bars
indicate standard error.

Table 3. Amino acid differences in the central parbf the VPg of PVY [A] (Moury et al.,

2004) and TEV [B] strains used in this study. Numbms are amino acid positions in the
VPg.

[A] Position of amino acid substitutions
101 105 115 119 123
PVY-LYE84 S K M R N
PVY-SON41 G R P Y S
[B] Position of amino acid substitutions
111 112 113 115
TEV-HAT | E P S
TEV-CAA10 L D H D
empty

M vector pvr2 pvr2l pvr2? pvr» pvr2* pvr2® pvr2® pvr2’ pvr2é pvr2®

Figure 4. Expression of elF4E proteins in the yeaswo-hybrid system.

Lane 1: SDS PAGE molecular weight standard (LowdarmBio-RAD); lane 2: yeast cells
with empty vector; lanes 3 to 12: elF4E fusion genpGADT7 vector.

[A] Yeast total protein extracts obtained using theal8DS method.

[B] Western blot analysis with the anti-HA antibody.

206



[ A] AgT

SD-LW SD-LWH SD-LWHA

Nla TEV-HAT
SD-LWH SD-LWHA

Nib TEV-HAT

VPg PVY-LYE84 VPg PVY-SON41
SD-LW SD-LWH SD-LWHA SD-LW SD-LWH SD-LWHA

pvr2:
pvrz2
pvrs

pvr2®

VPg TEV-HAT VPg TEV-CAA10
SD-LW SD-LWH SD-LWHA SD-LW SD-LWH SD-LWHA

pvr2+
pvr2?
pvr

pvr

Bl Potyvirus strains
PVY-LYE84 PVY-SON41 TEV-HAT TEV-CAA10

VPg- VPg- VPg- VPg-
Cér‘?gtnUZ? haEIIIc:)‘tlyE es Phenotypg elF4E  Phenotype elF4E  Phenotype elF4E  Phenotype elF4E
g P plotyp interactioft interaction interaction interaction
YW pvr2* S + S + S ++ S ++
Yolo Y pvr2t R S + S + S +
Florida VR2  pwr3 R S + R - S +
Perennial pvr2 R S + S + S +
PI1322719 pvr2 R S + S + S +
scs1 pvr2 R R - IS + S +
Marocl pvré R R S + S +
Serrano 7
Vera Cruz pvr2 R R S + S +
PI1195301 pvr2 R R S + S +
Chile de pvr?® R R S + S +

Arbol

Figure 5. elF4E protein-VPg protein interaction asay using the yeast two-hybrid
system. [A]Examples of elFAE-VPg protein interactions dettte yeast two-hybrid
system. Yeast expressing both “bait” and “preyorabinant proteins were obtained by first
transforming yeast cells with the individual pladrmaonstruction followed by separate
conjugation between yeast expressing elF4E proteidghose expressing VPg proteins.
Conjugations were then cultured on control plate¥/) and on two selective media lacking
leucin, tryptophan and histidine (-LWH) and leudnyptophan, histidine and adenine (-
hysiology</KEYWORD><KEYWORD>Eukaryotic Initiation
Factors/metabolism</KEYWORD><KEYWORD>Evolution</KEWORD><KEYWORD>
Female</KEYWORD><KEYWORD>Genetic Complementation
Test</KEYWORD><KEYWORD>GAT NIb interaction (Schaatlal.,2000) was also used
as positive control in each experiment (tdB). Summary of interactions detected by the
yeast two-hybrid system betwe€nannuunelF4E proteins and VPg proteins together with
the resistance phenotype against PVY and TEV stintrolled by the different allelic
variants at th@vr2 locus.?S:susceptible; R: resistafit; no interaction; +: interaction on SD-
LWH media; ++: interaction on SD-LWHA media.
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empty JO55

At-elFAE

empty
p424GBP/TRP1 «

Figure 6. Complementation of yeast strain JO55 wittCapsicum annuunmelF4E cDNAs.
The yeast strain JO55 was transformed with thenpisp424GBP/TRP&IF4E (pvr2' to
pvr2®). Control transformations were done with no DNAnfey JO55), the empty plasmid
p424GBP/TRP1 (negative controls) and with p424GBWTAt-elF4E (At4g18040, positive
control). Equal amounts of transformed yeast ce#lee plated on appropriate selective
nutrient drop-out media containing glucose. Ceklsengrown for 10 days at 30°C.
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Figure 11.1. Position des substitutions en acides aminés idenéiés chez elF4E1-pvr2 sur

la structure 3D prédite de la protéine.

Cette prédiction est basée sur la structure ditstal de la protéine elF4E de Qliéaestivum
(Protein Data Bank accession 2IDR; Monzirgjoal, 2007), réalisé&ia SWISS-MODEL
(Guex and Peitsch, 1997). Les mutations sont iesée¢ visualisées en utilisant le logiciel
DeepView-SWISS pdbViewer (Gueat al, 1995). Les extrémités N- et C-terminales sont
représentées en bleu foncé et en rouge respectiveme
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[A]

[B] ‘ mutation V67E L79R D109N

__._.___.__

V67E L79R D109N

L B

PVX-elF4EpVr22
PVX-elF4EpVI2*

PVY ou TEV—> $ $ <«— PVY ou TEV

Piment inoculé : FloridaVR2, Piment inoculé : FloridaVR2,
résistanaux PVY et TEV résistanaux PVY et TEV
Restauration de la Plante toujours
sensibilité résistante
aux PVY et TEV aux PVY et TEV
V67E L79R D109N V67E L79R D109N
[C] [D]
—-—0—0 1l — — O

PVX-elFAE PVX-MUTD109N
pvr2t \

PVY ou TEV—> PVY ou TEV

Piment inoclulé : FloridaVR2, . . . .
résistaniaux PVY et TEV Piment inoculé : FloridaVR2,

résistanaux PVY et TEV

' I

Restauration de la
Sensibilitéau PVY mais )
plante toujoursésistantau TEV '

Figure 11.2. Principe de I'expérience de complémentation fonctimelle par expression
transitoire d'/ADNc elF4E via le vecteur viral PVX (Baulcombeet al, 1995).

[A] L'inoculation de 'ADNcelF4E1-pvrZ2 sur une feuille de piment résistant au PVY et au
TEV restaure la sensibilité a ces 2 potyvieapvr2” est un alléle de sensibilité aux PVY et
TEV.

[B] L'inoculation de 'ADNcelF4E1-pvr2 sur une feuille de piment résistant au PVY et au
TEV ne restaure pas la sensibilité & ces 2 potgwiripvr?® est un alléle de résistance aux
PVY et TEV.

[C] L'inoculation de I'ADNcelF4E1-pvr2 sur une feuille de piment résistant au PVY et au
TEV restaure la sensibilité au PVY mais pas au EEWvr2' est un alléle de sensibilité au
PVY et de résistance au TEV.

[D] Expérience d'inoculation de 'ADN&IF4E-pvrZ portant la mutation D109N introduite
par mutagenése dirigée pour déterminer si ce mugantun allele de sensibilité ou de
résistance au PVY et/ou au TEV.
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Absorbance (405nm)

12/12

1,41

1,24

28/55

[ R

041

e ot o % %0‘ ________ % ______

1 2 3 4 5 6 7 8 9

contréles + pPVXeYW + pPVXeF + pPVXeD109N

Figure 11.3. Détection de I'accumulation des protéines de capsddu TEV-S103 et du
PVY-LYE72 par DAS-ELISA dans les expériences d'exmssion transitoire de elF4E.

Les histogrammes représentent les mesures d'acatiomulvirale au cours de 3 tests
indépendants de complémentation fonctionnelle paression transitoire d'ADNelF4E, via

le vecteur viral PVX (Baulcombet al., 1995), chez l'accession Florida VR2 @eannuum
(pvr2?), résistante aux TEV et PVY.

La ligne pointillée désigne la valeur d'absorbamc&05 nm au-dessus de laquelle les
échantillons sont considérés comme infectés (3d@oisleur moyenne des témoins sains). Les
barres blanche, hachurées et noires représensamtumulation virale dans des plantes
respectivement non-inoculées, inoculées avec du-$EY3 ou avec du PVY-LYE72. Les
plantes témoin sont co-inoculées avec les conginecPVX vides (2 et 3).

Au-dessus des histogrammes sont indiqués les rappmombre de feuilles infectées sur
nombre de feuilles inoculées".
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Ca-elF4E1 1 MATAEMEKTTTFDEAEKVKLNANEADDEVEEGEIV EETDDTTS-YLSKEIATKEPNEH 'DNPVAKSKQ
Ca-elF4E2 1 MAD-EGNKTTMLGEYK-----TSSMEDGGEEGEIV ~ GESNATTSSSLGKPITNgPlEH IDNPSGKSKQ
Ca-elFISO4E 1 MAT--wmemememememcnes EAPPPVDTTEVP PFTAAETA-———-VKQP RITRRMLDNQSKPKQG

consensus . K Rk dokkekkk ekokkk

Ca-elFAE1 80 RNVYT STVEDF %Y HHPS SHKIEP BPVCANCIEIAKMSFSK-GK IT TLLAMIG »

Ca-elF4E2 75 RPIYT SEA=BIR'SY Y SNEHHPS NKIEP BPVCANEIEINTMNFPR-GK[® TLLALIGE@®FQ]

Ca-elFiso4E 55 KKAYT DIN==RISEYD(RFKPS TVN GIEP BPECAI GGK TVTSSRKAN =TLMALVG(eF
* kk F*kkkk: *** *

consensus LRk R Ok ek kK ek ok ek k| HHKHHIIE K e e

Ca-elF4E1 159 HEDE GKG KNAANETAQ DYSDSVGHgHDDAKRLDRNAKNRV

Ca-elF4E2 154 YGDE VRQ RNAANEIAQV DYNDTIGFIgHDDAKKLDRAAKNSV

Ca-elFiso4E 135 DSED RSQ KTATNEAAQ D TEKISYS HDDSKR-ERSAK \%
*‘k * ** *k

consensus SRR R R L LT

Figure I1.4. Alignement de la séquence en acides aminés des gines elF4E1, elF4E2 et
elF(iso)4E de l'accessiol©. annuumYolo Wonder.

Les astérisques représentent les acides aminésreéasentre les 3 protéines. Les acides
aminés importants pour la stabilité de la structieda protéine sont surlignés en noir et les
acides aminés impliqués dans la liaison a la coiéfe ARNm sont surlignés en rouge.

Tableau II.1. Pourcentages d'identité en acides aminés des pratés elF4E1, elF4E2 et
elF(iso)4E chez 'accessiorC. annuumYolo Wonder.

Ca-elF4E1 Ca-elF4E2| Ca-elF(is0)4E

Ca-elF4E1 70,74 46,72

Ca-elF4E2 47,32

Ca-elF(iso)4E
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zone centrale de la protéine VPg

1 99 130
Souches de potyvirus Alléles pvr2 de résistance contournés
PVY-LYES84 FSEVRKKMVEDDEIEMQALRSNTNIHAYFRKD -
PVY-SON41 G..R...... P..Y..S.... pvr2t, pvr22, pvr2S, pvr2*
PVY-SON41p ... > S T..D.HS........ pvr2l, pvr2?
TEV-HAT .GK..TR.LI.....P.S.STH.T....LVNS -
TEV-CAA10 .GK..TR.LI...LDH.D.STH.T....LVNS pvr2?

Figure 11.5. Alignement de la zone centrale de la notéine VPg des 5 souches de
potyvirus utilisées.
A droite sont indiqués les alleles de résistancearonés.
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[A] - - Alléle de seretilité a3 IVY ot TEWV

A%k de récictance a1 PVY conbammeé par les souckes
* RSO ] et VTS OH41p; £1Ele de sencihilité s TEW

ATéle de résistarc e mpe PYVY et TEV cardmare par ks souches
PYVT-S0MM L PVT-S 04 1p et TENV- CAA10

Figure IL6. Interactions entre les pro#éines elFAE]l ou eIF4E2 et s YPo de souches|
virulenies et avirulenies de PYY et de TEV détecies par ke sysieme de double hyhride
dans Ia levure.

Lez interactiors fortes sont détectées s rnilien sélectif sans lencine, tryptophane, histidine e
adénine (-LWH&) et les interactiore plus fables sur milien sars leucine, trvptophane et
histidine {-LWH).

[A] Interactions entre les protéines elF4E] codées par les alléles pord |, pord” et pord et les
VP des souches PYV-LYER4, PY Y-S0 41, PVY-oON41p, TEV-HAT et TEV-CA 10,

[B] Itteractions exdre la protéine eIF4ED et les YPgz des 5 souches de potmdms.
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Tableau Ill.1. Matériel végétal utilisé dans cetteétude.
[A] Capsicunmspp.;[B] Lycopersicorspp.;[C] A. thaliana

Especes Nombre Accessions Codes Origines Espéces Nombre  Accessions Codes Distribution géographique et
d'accessions géographiques d'accessions écologiqué
C. annuum 25 Yolo Wonder CanYW USA L. esculentum 20 Momor LesMOM Forme exclusivement cultivée
Antibois CanAT France (Solanum Microtom LesMIC  présente dans divers habitats
Pimiento morron CanPM Espagne lycopersicum L.)? M82 LesM82  écologiques du monde entier.
Chile de Arbol CanCA Mexique Plovdivska Konserva  LesPLO
Bastidon CanBA France Nagcarlan LesNAG
Yolo Y CanYY USA San Marzano LesMRZ
Florida VR2 Espéces USA Saint Pierre LesPIE
Perennial CanPE Inde Marmande LesMRM
Avelar CanAV USA Gardener's Delight LesGAR
Serrano Vera Cruz CansSVvC Mexique Poivron des Andes LesPOI
Chay Angolano CanCHA Cuba Alisa Craig LesALI
sce1 CansC Cuba Sweetie LesSWE
Marocl CanM1 Maroc Plovdiv XXIVa LesPOV
PI322719 Can32 Inde WVA106 Les106
PI195301 Can19 Taiwan Yellow pear LesYEL
PI201234 Can20 USA Caraibo LesCAR
LP1 CanLP USA Levovil LesLE
Flambeau CanFL USA Ferum LesFE
CM334 CanCm Mexique Mospomorist LesMOS
P1187331 Can18 Guatemala Cervil LesCE
Cuba3 CanCU Cuba L. pimpinellifolium 9 LA 1279 Lpi79 Originaire de I'Equateur Central
Boussol CanB1 Tchad (S. pimpinellifoliumL.)2 LA 0121 Lpi2l  jusquau Chili Central, jusqua
Doux Long des Landes CanDLL France LA 1582 Lpig2 500 m d'altitude.
Lamu CanLA Frapce. LA 1478 Lpi78
H3 CanH3 Ethiopie 63280 Lpig0
C. annuum var glabriusculum7 Turrialba (C81) CagTu Costa Rica 66063 Lpi63
Managua CB10 CagMA Nicaragua LA1589 Lpig9
Antigua (390) CagAN Guatemala Wva 700 LpiWVA
Chihuahua (504bp) CagCH Mexique Hirsute LpiHIR
Sran Cager - Mexaue L. hirsutum 10 B LhiB  Dans les foréts de [Ouest des
anama city ag anama (S. habrochaitesS.)? G1290 Lhi90  Andes, de 500 a 2500 m
Pitalito CagPl Colombie 87610012 Lhi79  daltitude.
C. chinense 2 P1260438 Chi3g Bolivie 10496 Lhi104 .
Hmong Rouge ChiHR Guyane P1247087 (P124) Lhi24
C. frutescens 3 Capsicum sauvage CfuCs Mexique .
PI134417 (PI113) Lhi13
Boca vieja CfuBV Costa Rica "
4 . LA1777 Lhi77
Grain de café CfuGC Amérique G1-1560 Lhi60
C. chacoense 2 P1260426 Cha26 Argentine H2 LhiH2
PI1260437 Cha37 Bolivie PI390660 (PI39) Lhi39
C. baccatum 2 P1238061 Cha61 Bolivie - e
P1439367 Cba67 Brésil L. pennellii 2 LA716 Lpe716  Nord du Pérou et Nord du Chili,
v S. pennellii)? Clayberg LpeCLA de 0 43000 m d'altitude.
C. pubescens 2 Rocoto CpuRO Bolivie ( = = B o
C. pubescens 54P Cpus4 Pérou L. chllgnse 2 LA1969 Lcl69 Cotfe Est des Andes, jusqu'a 600
C. eximium 2 Exi2 Cex2 Nicaragua (S. chilens¢? . LA1971 Lcl71 md élnt»ude‘
Exi3 Cex3 Bolivie L. cheesmanii 2 LA1401 Lem01 Endémique aux lles Galapagos,
C. cardenasii 3 Ullu Pica CcaUP Bolivie (S. chee;man|e)é LA1450 Lcm50 |U§qu'a 500 m d'altitude. .
La Paz CcalP Bolivie L. peruvianum 2 CMV sel INRA LprCMV _Perou Central et Nord du Chili,
Quilacollo CcaQu Bolivie (S. peruvianuni.)? P1126435 Lprl26 jusqu'a 600 m d'altitude.
C. galapogense 1 C. galapogense Cgal lles Galapagos L. chmiglewskii 2 LA1317 Lewl7 Dans les vallées désertiques des
C. microcarpum 1 C.microcarpum SA 326 CmiSA Pérou - Bolivie (S. chmielewskj? LA1318 Lewl8  Andes, entre 2300 et 2880 m.
C. praetermissu 1 EXI x PRA 20-20 Cpr2( Brésil L. parviflorum 1 LA1321 Lpa2l Dans les vallées désertiques des

(S. neoricki)?

Andes, entre 1950 et 2600 m
d'altitude.

TMtp:/7501dD. o1t Cornell eaU/abouySolanum_NomemepT, ZNoUvelle nomenclatuBolanum(Spoonert al.. 2005)

Tableau Ill.1. suite - Matériel végétal utilisé danscette étude.
[A] Capsicunspp.;[B] Lycopersicorspp.;[C] A. thaliana

[C]

Noms ::iirz::i?iialion Cored Origines géographiques Longitudes, Latitudes
Ran 21AV 48 Estuaire de la Rance, France W2°00', N48°3'
Jea 25AV 8 St Jean Cap Ferrat, France E7°20', N43°41'
Pi-0 40AV 48 Pitztal / Tirol, Autriche E10°51', N47°04'
BI-1 42AV 24 Bologna, Italie E11°20', N44°29'
Pa-1 50AV 48 Palermo, Italie E13°22', N38°07"
Ta-0 56AV 32 Tabor, République Tchéque E14°40', N49°25'
St-0 62AV 16 Stockholm, Suede E18°03', N59°19'
Te-0 68AV 40 Tenela, Finlande E23°18', N60°04'
Kn-0 T0AV 24 Kaunas, Lithuanie E23°54', N54°54"
Bla-1 76AV 32 Blanes / Gerona, Espagne E2°48', N41°41"
Edi-0 83AV 24 Edinburgh, Royaume-Uni W3°13', N50°57"
Tsu-0 91AV 24 Tsu, Japon E29°19', N34°19'
Stw-0 92AV 24 Stobowa / Orel, Russie E36°04', 52°57
Ri-0 160AV 40 Richmond (B.C.), Canada E22°58', N49°1'
Ct-1 162AV 8 Catania, Italie E15°06', N37°3'
Can-0 163AV 16 Unknow, Espagne 'W15°30', N28°00"
Cvi-0 166AV 8 lles du Cap Vert W24°00', N16°00"
Bur-0 172AV 8 Burren, Irelande W9°04', N53°07
Alc-0 178AV 16 Alcala de Henares, Madrid, Esagne W3°R20°29'
Blh-1 180AV 8 Bulhary, République Tchéque E16°45', N#B°
Col-0 186AV Gorzow Wielkopolski, Pologne E15°15', N82°
Kondara 190AV 40 Kondara, Tadjikistan E68°49', N38°48'
Gre-0 200AV 24 Greenville (MI), USA W85°15', N43°11"
Oy-0 224AV 8 Oystese, Norvege E6°13', N60°23"
Rld-2 229AV 32 Rschew, Russie E34°19', N56°15"
Rubezhnoe-1  231AV 32 Rubezhnoe, Ukraine E37°19', N48°13
Sah-0 233AV 32 Sierra Alhambra, Espagne E3°07', N38°52"
Sap-0 234AV 40 Slapy, République Tchéque E14°24', N#9°4
Sav-0 235AV 40 Slavice, République Tcheéque E12°56',°Mg9
Shakdara 236AV 24 Shakdara River, Tadjikistan E719887°29'
WS 244AV Wassilewskija, Biélarussie E30°38', N52°13'
Akita 252AV 24 Akita Pref., Japon E40°06', N39°43"
N6 262AV 48 Karelian region, Russie E34°00', N62°00'
N7 263AV 48 Pinguba, Russie E34°34', N61°51"
N14 267AV 32 Sampo Mountain, Russie E34°34' N61°62"

Ta partir des données de sequence de 10 locus, des colleetinmitées ont 6té génerées, composée chacune de 8 acegaion

atteindre un total de
I'espéceA. thalianz.

48. Les

le maximum de diversité génétique paut@docus de
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Tableau I11.2. Amorces utilisées pour amplifier et séquencer les geselF4E et les locus

independants.

Genre ou Matériel Géne Amorce sens Amorce antisens

espéce génétique

Capsicur ADNCc Ca-elF4E1 AAAAGCACACAGCACCAACA TATTCCGACATTGCATCAAGAA

spp Ca-elF4E2 GATAGTTTGTGTGAGGATTTCAC GCAACCGCAAGTGACTGCTGAT
Ca-elF(iso4E)  arceccaccearaceaccaccacces TCACACGGTGTATCGGCTCTTAGCT

ADNg Ca-elF4E1 GAAGATCCTGTATGTGCCAATG CTGTGTAACGATTCTTTGC

Ca-elF4E2 GAGGATCCTGTATGTGCCAATGGAG CTATACGGAATAACGATTCTTG
Ca-elF(iIS0)4E  GAGTGCGCTAATGGTGGCAAGTG TCACACGGTGTATCGGCTC

Ca-HpmsE12*
Ca-HpmsE11*
Ca-HpmsE14*
Ca-HpmsEOQ7*
Ca-HpmsE02*
Ca-HpmsE09*
Ca-HpmsE09*
Ca-HpmsEO06*

TGAGAGTTGGATCCCTCTTCTTCG
TCATCTCATAGCCTGCCCCCTA
TCCCAACAACTCAAATGGCTTC
TTATTCAGGCCCACTTATCGAA
CCCCCGAGAGGAACAGAATCAT
CCACAAACACTCCCTAAACCCACT
CGGGTCAAACAAAAACCGAAGT
CCCAAGAAAGAAGTTGGGAATGG

CTTGTTCGGGCTTGAAAGAGGA

CCACTTGAAGAAGCCATGACCA
TGGAGGTGCCCTTCTGGTAAAG
CAGCAGCCAAATTCTTGATTTC
TTCCATTTTGGTCCAGCTACCA
CAAACCCCCTTCAACTTCCTCA
GCTTGTGGTTGAGCTCGCTCTT
TTCGACGAGCTTGGAAGGTGAT

Ca-eFla ATGGGTAAAGAGAAGATTC TCACTTCCCCTTCTTCTG
Ca-H2B-1 GGCCCGACAAGAAGAAGAAGA CTGCCTTGGTTCCTTCAGAAA
Ca-rbcl ATGTCACCACAAACAGAGAC CTCACAAGCAGCAGCTAGT
Lycopersicon ADNc Ly-elF4E1 CTGAAATGGAGAGAACGATGT CACTGCATCAAGAACTATACGG
spp Ly-elF4E2 GGGACGAAAACACCAAAAATG CCCTGTTGTAACGATAGAACTA
Ly-elF(iS04E)  GACGGGAAAACAATGGCCACCG ATTTGCAGCAGACAAGCGC
ADNg Ly-elF4E1’ GAAGATCCTGTATGTGCCAATG CTATACGGTGTAACGATTCTTG
Ly-el FAEZ GAGGATCCTGTATGTGCCAATGGAG CTACACGGTGTAACGATTTTTG
Ly-el F(iSO)4E2 GAGTGTGCCAATGGTGGCAAGTG CTACACAGTATATCGGCTCTTAG
CT066° CGCTGTCCCTCTTACCACCC AATTGCTCTGCCACTTTCGCTAC
CT093 CTCCCCTCGGCTACAGCATT AGCAGCCCTTCAGAACGGACT
CT148° TCGTGTCAAGGCTGTGTTAGT GGTTGCTTCCCAGATAGTTGT
CT179 CGAATTCATCTCCACACTCA TAAGACCAGCCAAACTACCAC
CT189° CAAGATCCCGCTGACCACTG TGGAGGCAGCAAGAAGTGTGA
CT198 TGACAAACTACCGAATTACGA GGTGATTTATTTAGTGCCACA
CT208° CTATGGAGTTATATTTTCACCACA ACTTTTGAGAGGACATCAATTT
Sucr® GGACCATTGTATCACAAGGGATG CAAAGGGAAGGATTGAATATTAGC
A. thaliana  ADNg At-elF4E1 GAGAAAGAGAAGCAGTTCGG GACAGACTGTCAAGTCATG
GATGAATTGCTATGTTTGGTG
At-elF4E2 GGAGCATAGTGAACGGGAAAA TTTACAGTAAAGATAGAGCAAC
CCGTTGCTTCTTGGATTTE
At-elF4E3 CGGAGCAAAGTGAACGGAAAAG GTAAAGATAGATCAGAGGCAAC

At-elF(iso)4E

At-nCBP

GTATCTGTACATAAACCTG'

GCCGTCTCAGAAGAAAACTCAACTGCG
GGAGGAAAGTGGACTTGGGTTGTTACTGE

CTTCCTGATTGGAATTTTAGGGC
CTAGGTTGAAGGATTTTGGGCCTG

CCGACCAAACAGTATCAC

GCCTCCGGTACAGTATGGTATTGG

i et al., 2006;25ans I'intron l?RoseIiuset al., 2005;4Am0rces internes pour le séquencage
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Figure Ill.1. Répartition des différents locus "non-elF4E" sur le génome du piment

(d'apres Yiet al, 2006).

Les protéines codées par les géenes en questioimsganiées en rouge.

Tableau
indépendants.

[A] chezLycopersicorspp. , d'apres Roselies al. (2005)
[B] chezA. thaliang d'aprés McKhanet al. (2004)

[11.3. Localisation chromosomique et proténes codées par

les locus

[A] [B]
Locus Chromosome  Protéine codée Nom du Chromosome  Protéine codée
marqueur
CT066 10 Arginine decarboxylase 125C F 1 Acetyl CoA synthétase
CT093 S-adenosylmethionine decarboxylase proenzyme 67D R 1 Auxin responsive protein
CT148 Copper / zinc superoxyde dismutase 100D F 2 Chorismate mutase precursor
CT179 Tonoplast intrinsic protein-type 49A R 2 Cycloartenol synthase
CT189 12 40S ribosomal protein S19 DFR 3 Dihydroflavonol reductase
CT198 Submergence induced protein 2-like 82AF 3 Enoyl CoA hydratase
CT208 alcohol dehydrogenase class Ill 133CR 4 Geranylgeranyl reductase
Sucr 3 Vacuolar invertase 92B R 4 Long-chain fatty acid CoA ligase
76D F 5 Methionyl tRNA synthetase like
115AR 5 Peptidase
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Figure 111.2. Aires d'origine et de domestication pésumées des 5 espéces cultivees de

Capsicumspp. ) )
Les principales routes de diffusion du piment adra le monde entre le X\®et le XVIII°™®

siecle sont représentées par des fleches (Dijaor@lampoet al.,2006).
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Tableau I11.4. Diversité nucléotidique des 3 geneSa-elF4E et des 11 locus indépendants chez 25 accession€ dannuum.

Genes Régions NombréNombre de Singletons mpar g (sites) x10  n, (sites) x1d md/ms O, parsite D de Signification
de sites sites en site x10% Tajima  statistique du
ségrégation x10% D de Tajima
Ca-elF4E1 codant 687 9 2 33,2 0,0 (139,93) 41,9 (544,07) - 34,7 14D, >0,1
noncodar* 133t 7 2 11,6 15,¢ -0,847 >0,1
Total 202z 16 4 19,C 22,2 -0,52¢ >0,1
Ca-elF4E2 codant 672 1 1 1,2 0,0 (145,46) 1,5 (523,54) - 3,9 -1,158  >0,1
noncodar ND ND ND ND ND ND ND
Total ND ND ND ND ND ND ND
Ca-elF(iso)4E codant 609 3 0 29,3 93,1 (111,00) 12,5 (411,00) 0,134 1 15, 2,351 <0,05*
noncodar* 1632 13 2 36,C 21,4 2,38( <0,05*
Total 2242 16 2 34,4 19,¢ 2,60¢ <0,01**
Elongation factor 1 codant 1250 0 0 - 0,0000 0,0000 0,000 - - -
noncodar - - - - - - - - - -
Total 125C 0 0 - - - - - - -
RuBisCo large subunit codant 1279 3 0 52 0,0 (313,29) 8,2 (964,71) - 6,2 420, >0,1
noncodar - - - - - - - - - -
Total 127¢ 3 0 5,2 - - - 6,2 -0,42( >0,1
Histone H2B-1 codant 237 4 2 34,9 157,6 (52,49) 0,0 (184,51) 0,000 44,7 -0,593 >0,1
noncodar - - - - - - - - - -
Total 237 4 2 34,¢ - - - 447 -0,59: >0,1
HpmsE121 codant 199 4 3 26,1 48,3 (54,85) 30,7 (143,15) 0,636 53,2 -1,376 >0,1
noncodar - - - - - - - - - -
Total 19¢ 4 3 26,1 - - - 53,2 -1,37¢ >0,1
HpmsE115 codant - - - - - - - - - -
noncodar 21€ 2 0 17,4 - - - 24.€ -0,64( >0,1
Total 21€ 2 0 17,4 - - - 24.€ -0,64( >0,1
HpmsE141 codant 266 2 1 11,5 55,0 (40,00) 4,5 (176,00) 0,082 20,4 0,941 >0,1
noncodar - - - - - - - - - -
Total 26€ 2 1 11,5 - - - 20,¢ -0,941 >0,1
HpmsEQ073 codant - - - - - - - - - -
noncodar 23¢ 3 1 21,¢ - - - 33,7 -0,87¢ >0,1
Total 23¢ 3 1 21,¢ - - - 33,7 -0,87¢ >0,1
HpmsE020 codant - - - - - - - - - -
noncodar 204 1 0 25,C - - - 13,2 1,47: >0,1
Total 204 1 0 25,C - - - 13,2 1,47 >0,1
HpmsE098 codant 191 3 2 27,8 33,4 (48,49) 16,6 (137,51) 0,497 41,0 -0,796 >0,1
noncodar - - - - - - - - - -
Total 191 3 2 27,¢ - - - 41,C -0,79¢ >0,1
HpmsE096 codant 226 4 4 14,3 14,8 (54,17) 1,5 (161,83) 0,101 475 1,886 <0,05*
noncodar - - - - - - - - - -
Total 22€ 4 4 14,2 - - - 47.F -1,88¢ <0,05*
HpmsE061 codant 276 10 0 12,7 299,3 (61,03) 78,7 (211,97) 0,263,3 96 1,062 >0,1
noncodar - - - - - - - - - -
Total 27¢ 10 0 12,7 - - - 96,2 1,06z >0,1

Yntrons 2, 3 et 4
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Figure 111.3. Structure des 3 genesCa-elF4E et analyse par fenétre glissante de la
diversité nucléotidique (traits pleins) et des valérs de D de Tajima (traits pointillés).

Les exons sont représentés par les rectangledesguaphe. Les fleches indiquent la position
des substitutions en acides aminés.

[A] Ca-elF4E1 [B] Ca-elF4E2 [C] Ca-elF(iso)4E
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Figure 1l1l.4. Valeurs de D de Tajima pour les 3 géne€aelF4E et les 11 locus
indépendants chez 25 accessions @eannuum
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Figure 111.6. Arbres généalogiques enracinés repr@&ntant la structure haplotypique des
géenesCa-elF4E1 [A], Ca-elF4E2 [B] et CaelF(iso)4E [C] chez 25 accessionge C.
annuum.

Chaque haplotype est représenté par un cercle pimptel a sa fréquence (indiquée dans le
carré attenant). La racine de l'arbre (cercle rest)constituée des 3 accessions de l'egpece
cardenasii Les substitutions en acides aminés pour passer lthplotype a l'autre sont
indiquées sur les branches. Les acides aminéssstaction positive sont indiqués en rouge.
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Tableau 111.5. Test d'hétérogénéité des modeles M#&t M8 pour l'estimation du

parametre o par site.

Geénes Modeles

p Parametref g Ps logL LRT x2
Ca-elF4E1 M7 (B) 2 0.006,0.018 NE NE -1313.43 53.28 2.69E-12
M8 (B+m>1) 4 0.016, 0.037 20.45 0.024 -1286.79
Ca-elF4E2 M7 (B) 2 0.005,0.014 NE NE -1076.67 15.10 5.26E-04
M8 (B+m>1) 4  0.006, 0.009 61.71 0.005 -1069.12
Ca-elF(is0)4E M7 (B) 2 0.005,0.015 NE NE -932.00 0.28 8.69E-01
M8 (B+w>1) 4 0.005, 1.965 1.79 0.159 -931.86

p : nombre de parametres du modeéle; NE : non estamé & modélejps: valeur dew maximum; R: proportion de codons évoluant pour une
valeurog; logL : log vraisemblance; LRT : test statistigqieerapport de vraisemblance.

Tableau I11.6. Sites sous sélection positive détexs par le modéle M8.

Protéines Sites sous sélection Pe1 o estimé Ecart
positive type
Ca-elF4AE1 66P 0.810 8.30 3.77
67V 1,000 ** 10.10 0.70
68A 0.999 ** 10.10 0.78
73A 0.998 ** 10.10 0.79
T4A 0.980 * 9.91 1.47
79L 1,000 ** 10.10 0.70
107G 0.804 8.23 3.82
109D 0.784 8.04 3.95
205D 0.796 8.16 3.87
Ca-elF4E2 132P 0.782 5.76 3.48
Ca-elF(iso)4E  90A 0.775 3.20 2.43

*P>95%,; *P>99%
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WTFWFDRWVAKSKQQAWGSBERNVYTFSTVEDFWGA[  JHPSKL\GADLHCFKHKIEPKWEDPVCANGGTWKMSFSKGKSDTSWLYTLLAMIGIBERDEARVVSVRGKGEKISLWTKNAANETAQVSI[JQFLDDS/GFIFHDI]
Kk *% *
*k * *

Figure 111.7. Valeurs de o prédites pour chaque acide aminé de la protéine GalF4E1L.

Seules les valeurs de> 1 sont représentées avec |'écart type corregpbnida séquence en acides aminés de Ca-elF4Edpessentée sur

I'axe des abscisses. Les sites avee ol sont soulignés et les acides amines impligaés la résistance aux potyvirus sont en gras.
*Po>1)> 95%, **Pou>1)> 99%.
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656* 659

564 461642* 645 646 647

480* 511

471 479*

446 449 452

387 392*

Position des substitutions nucléotidiques
324 325*

B 243 319*

3 tre chaque gén€a-elF4E chez les 51 accessions @apsicumspp.
221* 233*

218*

212*

tidiques détectés en
30 43" 44 85* 119* 193* 196 200* 203*

11*

[A] Ca-elF4E1 [B] Ca-elF4E2 [C] Ca-elF(iso)4E

Tableau III.7. Substitutions nucléo

Accessions
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483 753
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G
A
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Position des substitutions nucléotidiques
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Tableau III.7. - suite- Substitutions nucléotidiques @tectées entre chaque gé

[A] Ca-elF4E1 [B] Ca-elF4E2 [C] Ca-elF(iso)4E

Jaune : substitutions espéce-spécifiques; blebstisutions ponctuelles; rouge : substitutions impées dans la résistance aux potyvirus; vertstitutions communes a plusieurs espéces.
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bleistisutions ponctuelles; rouge : substitutions ioyetes dans la résistance aux potyvirus; vertstitutions communes a plusieurs especes.

Jaune : substitutions espece-spécifiques;

“substitutions non synonymes



M C. annuum annuum [ C. eximium [l C. baccatum

C. annuum glabriusculum  EC. galapogense C. chacoense
B C. frutescens BC. praetermissum C. cardenasii
C. chinense [ C. microcarpum C. pubescens

Figure 111.8. Représentation radiale des arbres phiogénétiques (Neighbour-joining)

construits a partir des séquences codantes des ge@a-elF4E et des locus indépendants
concaténés. [A]Ca-elF4E1 [B] Ca-elF4E2 [C] Ca-elF(iso)4E [D] locus indépendants
concaténés.
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Tableau 111.8. Diversité nucléotidique des géneky-elFAE et des locus indépendants chez 20 accessions desculentum.

Geénes Régions NombrBites en Singletons = par site g (sites) n, (sSites) ndns 6, par site D de Signification
. P 4 ) ) i - L
de sites ségrégation x10 x10% x10% x10* Tajima statlsthL.J.e du
D de Tajima
Ly-elF4E1 codant 669 1 0 5.1 0 6,4 42 0,35195 >0,1
noncodant 811 2 0 8,6 - - 72 0,4572" >0,1
Total 148( 3 0 59 0 64 58 0,0554: >0,1
Ly-elF4E2 codant 666 1 0 2,9 0 3,6 - 43 -0,59155 <0,1
noncodar ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Total ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Ly-elF(iso)4E codant 603 5 5 8,3 19,7 53 0,27 23,4 -1,97429 <0,05*
noncodant 1737 2 0 2,6 - - - 3,2 -0,4402: >0,1
Total 234( 7 5 3,7 19,7 53 0,27 7.2 -1,5702° >0,1
CT066” codant 900 0 0 - - - - - -
noncodar 0 - - - -
Total 90C 0 0 - - - - -
CT093 codant 915 2 0 59 0 77 6,2 -0,11187 >0,1
noncodar 0 - - - - - - - -
Total 91t 2 0 58 0 7,7 - 6,2 -0,1118' >0,1
CT148 codant 333 2 2 6 12,5 0,32 16,9 -1,51284 >0,1
noncodar 664 3 2 6 - - - 13 -1,4407: >0,1
Total 997 5 4 6 12,¢ 4 0,3z 14,2 -1,7800: 0,05<p<0,
cT179 codant 251 0 0 - - - - - -
noncodar 67€ 7 7 11, 31,7 -2,1214« <0,05*
Total 927 7 7 8,1 22,6 -2,1214« <0,05*
CT189 codant 185 0 0 - - - - -
noncodar 58¢ 0 0 - - -
Total 778 0 0 - - - - - -
CT198 codant 297 1 0 9 38,3 0 0 9,5 -0,0861 >0,1
noncodar 41& 3 1 15,5 - - - 20,6 -0,6593¢ >0,1
Total 712 4 1 12,¢ 38, 0 0 15,6 -0,5705¢ >0,1
CT208 codant 923 1 1 1,1 0 14 31 -1,16439 >0,1
noncodar 0 - - - - - - - -
Total 923 1 1 1,1 0 14 3,1 -1,1643¢ >0,1
Sucr” codant 880 2 1 37 0 4,9 72 -1,1407 >0,1
noncodar 0 - - - - - - - -
Total 88C 2 1 3,7 0 4,9 7,2 -1,1407 >0,1
. . PTIRT
Tableau 111.9. Substitutions nucléotidigues dans les

séquences codantes des geéendsy-elF4E entre les 20

accessions dé. esculentum

Position des substitutions nucléotidiques
Ly-elF4E2

Ly-elF4E1
307*

Ly-elF(iso)4E
137* 229 231*

Accessions

~
N

417

Les106
LesALI
LesCAR
LesCE
LesFE
LesGAR
LesLE
LesM82
LesMIC
LesMOM
LesMOS
LesMRM
LesMRZ
LesNAG
LesPIE
LesPLO
LesPOI
LesPOV
LesSWE
LesYEL

*substitutions non-synonymes

P>000000000200>0>0 0
PR e I R T L
DN0000000>»00000000 &g
T4 4d440 A3 444444 4
D000 H40000000® o
a4 444404444444
O Nr0n000>00000000 0o
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[Al [B]

[C] [D]

B L. esculentum L. pennellii L. peruvianum
L. pimpinellifolium L. chilense L. chmielewskii
BL. hirsutum L. cheesmanii L. parviflorum

Figure 111.9. Représentation radiale des arbres phipgénétiques (Neighbour-Joining)
construits a partir des séquences codantes des gehg-elF4E et des locus indépendants
concaténés.

[A] Ly-elF4E1;[B] Ly-elF4EZ2;[C] Ly-elF(iso)4E;[D] locus indépendants concaténés.

228



77 133

Ly-elF(iso)4E
46

28 30 79

Ly-elF4E2
27

26

21

K s A R

97 100 103 114 131 166 211 212 2151
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M D K s A R
K M E K S A R
K M E K S A R

96
K M E

93

Position des substitutions en acides aminés
P T A S V H S

Ly-elF4E1
76

68 71

67

T A S V H s
P T A S V H S
T A S V H s
P T A S V H S
T A S V H s
P T A S V H S
T A S V H s
P T A S V H S
T A S V H s
P T A S V H S
T A S V H s
P T A S V H S
T A S V H s
P T A S V H S
T A S V H s
P T A S V H S
T A S V H s
P T A S V H S

60
=]
=]
=]
=]
=]
=]
=]
=]
=]

59
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N

49
L
L
L
L

48
L
L
L

32
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S

19
\%
\Y
\%
\Y
\%
\Y
\%
\Y
\%
\Y
\%
\Y
\%
\Y
\%
\Y
\%
\Y
\%

-
4

Tableau 111.10. Substitutions en acides aminés dans les ptéines Ly-elF4E entre les 50

accessions déeycopersiconspp.

Accessions
Les10¢
LesALlI
LesFE
LesLE
LesM8
LesMOM
LesMRM
LesMRZz
LesNAC
LesPIE
LesPLC
LesPO
LesPO\
LesCAF
LesYEL
LesMO¢<
LesSWE
LesGAR
LesMIC
LesCE
Lpi2l
Lpi82
Lpi79
Lpi63
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LpiWVA
Lpi78
Lpi80
Lpi89
LpiHIR
Lpe71¢
LpeCLA
Lpri2e
LprCMV
Lewl?
Lcwl8
Lhi24
Lhi60
Lhi104
Lhi39
Lhi13
Lhi77
Lhi79
Lhi90
LhiB
LhiH2
Lcl69
Lcl71
Lpa21
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Tableau Ill.11. Test d’'hétérogénéité des modeles Mat M8 pour estimer par maximum
de vraisemblance le paramétren par site.

Geénes Modéeles p Paramétreg O Ps logL LRT X2
Ly-elFAE1 M7 (B) 2 0,016;0,038 NE NE 1205,60

M8 (B+w>1) 4  0,709; 1,950 16,48 0,01 1200,79 9,62 8,15E-03
Ly-elF4E2 M7 (B) 2 13,77;99,00 NE NE 1063,28

M8 (B +w>1) 4 13,77;99,00 1 0 1063,28 0,00 1,00E+00
Ly-elF(is0)4E M7 (B) 2 0,013;0,179 NE NE 995,45

M8 (B+w>1) 4  2,462; 99,00 20,28 0,005 986,84 17,22 1,82E-04

p : nombre de paramétres du modeéle; NE : non estané & modeéleay,: valeur den maximum; p: proportion de codons évoluant pour une vaiegr
logL : log vraisemblance; LRT : test statistiquerdpport de vraisemblance, les valeurs signifiestiau seuil de 5 % sont en gras.

Tableau I11.12. Sites sous sélection positive détés par le modéle M8.

Protéines Sites sous sélection P>t ® estimé Ecart
positive type

Ly-elF4E1 49L 0,991 ** 5,847 2,379
60P 0,770 4,699 3,013
212L 0,875 5,330 2,810

Ly-elF4E2 -

Ly-elF(iso)4E 77V 0,997 ** 7,042 2,735

*P>95%,; *P>99%
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Tableau 111.13. Diversité nucléotidique des 5 géneat-elFAE et des 10 locus indépendants chez 35 accessiors thaliana.

Génes Régions Nombrlombre de  Singletons = par site ng (sites) n, (sites) ndns 6, par site D de Signification
R . " ) )} N .
de sites sites en x10 x10* x10* x10* Tajima  statistique du |
ségrégation de Tajima

At-elF4E1 codant 708 5 4 10,2 7,8 (146,02) 10,9 (558,98) 1,40 117, -1,063 >0,1

noncodar 72C 24 13 48,¢ 79,7 -1,42¢ >0,1

Total 142¢ 29 17 29,¢ 50,C -1,48¢ >0,1
At-elF4E2 codant 723 34 0 235,7 553,1(128,59) 150,3 (477,41) 0,27 6,213 2,594 <0,01**

noncodar 92z 10& 4 709,F 472,: 1,53( >0,1

Total 164¢ 13¢ 4 459,( 294,¢ 1,82 0,1>p>0,0!
At-elF4E3 codant 723 5 4 4,7 13,8 (163,50) 1,9 (589,50) 0,14 16,8 -1,891 <0,05*

noncodar 85¢ 12 9 14.€ 34,2 -1,797 0,1>p>0,0!

Total 1581 17 13 10,1 26,2 -2,037 <0,05*
At-elF(is0)4E codant 606 7 5 8,5 36,6 (123,15) 1,2 (467,85) 0,03 28,5 -2,000 <0,05*

noncodar 814 58 9 90,¢ 190,% -1,91¢ <0,05*

Total 142C 65 14 54,4 117, -1,99¢ <0,05*
At-nCBP codant 666 7 1 16,4 43,7 (148,60) 8,1 (514,40) 0,19 7 25, -1,035 >0,1

noncodar 81¢ 12 5 15,€ 35,¢ -1,77¢ 0,1>p>0,0!

Total 148¢ 19 6 14,€ 29,€ -1,69¢ 0,1>p>0,0!
Acetyl CoA synthétase codant 450 4 8,7 0,0 (109,78) 5 1B40,22) - 21,6 -1,782 0,1>p>0,05

noncodar 20C 4 1 24,4 48,€ -1,22¢ >0,1

Total 66C 8 3 13,5 29,2 -1,79¢ 0,1>p>0,0!
Auxin responsive protein codant 413 6 33,0 87,4 (96,51 16,4 (314,49) 0,19 35,4 -0,187 >0,1

noncodar 217 1 1 2,6 11,2 -1,13¢ >0,1

Total 63C 7 4 14,2 23,2 -1,05( >0,1
Chorismate mutase precursor codant 296 3 7,6 8,937p4, 7,3 (229,68) 0,82 24,6 -1,559 >0,1

noncodar 362 3 3 5,.C 21,1 -1,72¢ 0,1>p>0,0!

Total 65¢ 6 5 10,4 40,t -2,32( <0,01**
Cycloartenol synthase codant 478 22 78,0 153,0 (106,783,2 (343,30) 0,35 120,6 -1,214 >0,1

noncodar 16C 14 1 196,¢ 271,¢ -0,90( >0,1

Total 63¢ 36 5 102,¢ 145,1 -1,177 >0,1
Dihydroflavonol reductase codant 485 9 42,4 116,6 @06, 21,5 (358,33) 0,18 46,0 -0,236 >0,1

noncodar 172 4 1 78,1 59,2 0,78¢ >0,1

Total 65¢ 13 6 78,2 79,4 -0,04¢ >0,1
Enoyl CoA hydratase codant 81 0 - - - - - -

noncodar 51& 4 4 4,5 19,C -1,88¢ <0,05*

Total 59¢€ 4 4 3,8 16,4 -1,88¢ <0,05*
Geranylgeranyl reductase codant 462 10 94,9 306,191p9, 28,9 (352,03) 0,09 52,6 -2,467 <0,05*

noncodar 20C 5 1 89,7 62,€ 0,88t >0,1

Total 662 15 2 101,€ 66,7 1,74¢ 0,1>p>0,0!
Long-chain fatty acid CoA ligase codant 193 1 23,0 2@32,72) 0,0 (146,28) 0,00 12,6 1,228 >0,1

noncodar 45¢ 9 4 26,€ 47, -1,33¢ >0,1

Total 652 10 4 25,F 37,4 -0,97¢ >0,1
Methionyl tRNA synthetase like codant 429 12 58,9 8@7,96) 50,7 (331,04) 0,59 67,9 -0,419 >0,1

noncodar 88 0 0 - - -

Total 517 12 3 49,C 56,% -0,41¢ >0,1
Peptidase codant 284 3 34,3 79,3 (66,93) 20,6 (215,00)26 25,7 0,763 >0,1

noncodar 32€ 11 0 116,2 83,C 1,252 >0,1

Total 61C 14 0 70,7 52,z 1,134 >0,1




[A] At-elF4E1

Nucleotide diversity per site

[B] At-elF4E2
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Figure I11.10. Structure des 5 ADNg At-elF4E et analyse par fenétre glissante de la

diversité nucléotidique.

Les exons sont représentés par des rectanglesesgiaphe. Les fleches indiquent la position

des substitutions en acides aminés.

[A] At-elF4EZ [B] At-elF4E2 [C] At-elF4E3 [D] At-elF(is0)4E [E] At-nCBP
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Figure 11l.11. Caractéristiques du profil de polymorphisme chezA. thaliana estimé par
Nordborg et al. (2005).

[A] Distribution de la fréquence allélique pour lesPSNsynonymes et non-synonymes a
partir d'un échantillon de 90 individus.

[B] Distribution des valeurs de D de Tajima’s D etribsition attendue dans une population a
taille constante.

0,015+ /5 B At-elFAE2

0,010+ G

0,005+ G *
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;
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Figure 111.12. Rapports de &, sur scalculés pour les locus indépendants (losanges bd¢u
et les 5 geneat-elF4E chez 35 accessionsAl thaliana (carrés rouges).
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Tableau I11.14. Test d'hétérogénéité des modeles Mat M8 pour I'estimation du
parametre o par site.

Geéne Modele p Parameétref g Ps logL LRT X2

At-elF4E1 M7 (B) 2 91.46,99 NE NE -975.83 0.00 1.00E+00
M8 (B+w>1) 4  92.57,99 1 0 -975.83

At-elF4E2 M7 (B) 2 0.005,0.015 NE NE -1068.05 0.90 6.38E-01
M8 (B+w>1) 4  0.005,2.353 1.71 0.172 -1067.60

At-elF4E3 M7 (B) 2 34.85, 99 NE NE -1001.74 0.00 1.00E+00
M8 (B+w>1) 4 10.18,28.71 1 0 -1001.74

At-elF(is0)4E M7 (B) 2 0.019,0.336 NE NE -846.30 0.14 9.32E-01
M8 (B+w>1) 4 0.005,115 8.08 0.008 -846.23

At-nCBP M7 (B) 2 0.012,0.17 NE NE -957.51 5.78 5.56E-02
MB(B+w>1) 4  0.005, 2.95 17.01 0.005 -954.62

p : nombre de parameétres du modéle; NE : non estané & modélaps: valeur des maximum; p: proportion de codons évoluant pour une valeur

wg logL : log vraisemblance; LRT : test statistigqieerapport de vraisemblance.

—
At-elF4E2 1 MVVMDSPVSGRMAI:I}NIDPNTTTSPSPIE}'!\)/ SAIKAISGDEKAPSKEKKNYASHKSTTVIQESFQN DNPSS
At-elF4E3 1 MVVTDSPVSGIMADQNIDPNTTTSPSPKEK SAIKAISGDEKAlSKEKKNYASKKSTTVIQ SFQN 'IDNPSS
At-elF4E1 1 MAVEDTPKS--VVTEEAKPNSIENPIDR-YHE EGDDAEEGE--IAGGEGDGNVDESSKSG '[DNPAV
At-elF(iso4E) 1 MATDDVNEPLPAAAELPATEAEKQP------- IDNQSK
At-nCBP 1 MEVLDRRDDEIRDSGNMDSIKSHYVTDS----  —-ommmmmmmmmeee VSEERRSRELKDGD PLRY:E TRRTP
consensus 1*. %, . e . T R
_

At-elF4E2 81 KSNQVIWGSH]
At-elF4E3 81 KSNQVIWGSS
At-elF4E1 76 KSKQTSWGSS

At-elF(iso4E) 42 KG--AAWGAS TANAEIHLENAQUSEKWIBPECA TWVVTANRKEAS!
At-nCBP 59 GVRNQSYEDN PSPTDLHIgGNDAIRIM! WE: GANC IIRFSK---VVS
consensus 81 ... LSRR L . LR KR kkk

sc.soLY XDKERIKWIEPICAN] MEFAR--ATL
SGADLY [FED KIS WIBPIC ANEIETASMMFPK---ATL

At-elF4E2 158 H - KEAANEEAQ IGYNDTI(EIVHEDAKTLDRDAK

At-elF4E3 158 B R--ARGD KNAANEEAQ GYNETIQgIVHEDAKTLDRDAK

At-elF4E1 153 R--GKQE! KNASNEAAQ DYINSIQgIIHEDAKKLDRNAK

At-elF(iso4E) 120 i YRPQSKQ RTKSNEAVL DVTDKITENNHDDSR------

At-nCBP 136 R--FNEDI RNASDHQAV KLPHAYEYKPHDASLRDNSS
* *

CONSENSUS 161 . *xrjxxx ook x|

At-elF4E2 236 RR
At-elF4E3 236 RR
At-elF4E1 231 NA a---

At-elF(is04E) 194 SR
AtnCBP 214 YR LRG

consensus 241 >,

Figure 111.13. Alignement des séquences en acidesmeés des 5 protéines At-elF4E.

Les substitutions en acides aminés détectées & gast analyses de polymorphisme sont
surlignées en rouge, les acides aminés essentiefslg stabilité des protéines elF4E en noir
et ceux impliqués dans la fixation de la structo#fe des ARNm en bleu. Les fleches vertes

indiquent les régions impliquées dans la résistahee les autres especes.

234



Tableau I11.15. Substitutions en acides aminés observéesitee les 5 At-elFAE chez 35 accessions Al! thaliana et polyhaplotypes
correspondants.

Position des substitutions en acides aminés paguehprotéine At-elF4E

elF4E-
polyhaplotypr  Accessions elFAE1 elFAE2 elFAE3 elF(is0)4E  nCBP
40 211 11 28 57 75 8 93 95 98 120 145 147 150 155 170 175 195 27 49 28 42
11111 186AV AN R I S F I S Y A S T F R S D I K K P L D
14112 172AV, 25AV, 68AV, 76AV - - - - - - T - - - - - - K- e - - - L
16112 233AV, 92AV - R T L S - L
15112 200AV, 91AV S - L
12111 236AV, 190AV - - - K L L T AH - A - - K - H V N
13111 262AV - - !l kK - - - - - G - S M K C - - N
22112 21AV V K - K L L T A H - A - - K - HV N - - - L
15312 166AV R S o - L
13212 160AV - - ! K - - - - - G - S M K C - - N s - L
11112 162AV L
16122 40AV B e L
13112 224AV, 229AV, 234AV, - - Ik - - - - - 6 - S M K C - - N - - - L
56AV, 62AV
12112 163AV, 178AV, 180AvV, - - - KL L T AH - A - - K - H VN - - - L
231AV, 235AV, 244AV,
252AV, 263AV, 267AV,
42AV, 50AV, 70AV, 83AV
100 -
80
=
ke
]
[S]
QL 601
i
©
[0)
=)
8 40/
c
()
IS
3
o
20
0+
Y 2\ 2 S 2 N & 2 2 2 S 2 2 2\ 2 2 2 2 2
& ' S \a ¥ X \a v X \& ¥ K NS NS S ¥
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A. thalianaaccessions

Figure 1ll.14. Pourcentage de plantes infectées par le WMV €n rouge), le TuMV (en vert) et le CIYVV (er
bleu) chez 19 accessionsAl thaliana représentatives des différents polyhaplotypes préiques elF4E.
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Tableau I11.16. Test HKA.
Nombre de sites polymorphes  Divergence interspéefiq

Geéne
Observé Attendu Observé Attendu
At-elF4E1 5 6.05 100.51 99.47
At-elF4E2 34 26.11 180.31 185.24
At-elFAE3 5 6.70 121.17 119.48
At-elF(iso)4E 7 5.80 77.11 78.31
At-nCBP 7 5.45 70.51 72.06

Les 35 accessionsAl' thaliana ont été utilisées pour estimer le polymorphisme intragjope
etA. lyrata a été utilisée comme groupe externe pour estianéiversgence interspécifique.
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Figure III.15. Comparaison des arbres phylogénétiges (Neighbor-joining) obtenus a
partir des ADNc At-elF4E concaténés (A) et des ADNc des locus indépendants
concaténes (B).

En haut, représentations traditionnelles et enregsésentations radiales.
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Tableau IV.1 -Amorces utilisées pour les expériensele RT-PCR semi-quantitative et quantitative.

[A] pour la PCR semi-quantitati

Taille
Geéne Amorce sens (5' -> 3') Amorce antisens (5' -> 3') fragment

PCR (en pb)
elF4E1 Z588F  GAGAAAGAGAAGCAGTTCGG Z588R GACAGACTGTCAAGTCATG 88t
elF4E2 Z590F  GGAGCATAGTGAACGGGAAAA Z737R GGTCATGTTCTAATATGGCTTCCC 957
elF4E3 Z589F  CGGAGCAAAGTGAACGGAAAAG Z522R GTAAAGATAGATCAGAGGCAAC 955
elF(iso)4E Z591F  GCCGTCTCAGAAGAAAACTCAACTGCG Z591R CCGACCAAACAGTATCAC 695
nCBP Z608F  CTTCCTGATTGGAATTTTAGGGC Z608R GCCTCCGGTACAGTATGGTATTGG 844
eFla Z975F  ATGAACCACCCTGGTCAG Z975Fk TCACTTCGCACCCTTCTTG 21€
[B] pour la PCR guantitati

Taille
Geéne Amorce sens (5' -> 3') Amorce antisens (5' -> 3') fragment

PCR (en pb)
elF4E1 Z1056F TCGAGCAAATCCGGTGTTCCTG Z1056R ACAGTAGAAGTCAGCTCCGTG 207
elF4E2 Z1057F CTTTGTATACATTCGCTACC Z1057R  TAACGTGTTAAGCCAATTAG 206
elF4E3 Z1058F CCTTGTATACATTCGGTACT Z1058R TAACGTGTTAAGCCAATTGC 206
elF(iso)4E Z1169F AGTGGACTTGGGTTGTTACTG Z1169R GAACAGCTTCATTAGACTTCG 190
nCBP Z1170F TTCTCAAAAGTTGTATCTGCTC Z1170R  GAGTCTCTCAAACCCATCACT 181
histone 1 Z1197F AGAAAACAACTTCCTCTCACCCTA Z1197R  AGGCAGTGATTTATGTTTCTCCTC 180
GAPDHA Z1199F TTGCACTACCAACTGTCTTGCT Z1199F AGCTGCTCTTGCTCTCCTTAGA 18t

Feuilles jeunes Feuilles vieilles Racines Tiges Fleurs

20 25 30 35 40

At-elF4AE1

At-elF4E

At-elF4E
At-elF(iso)4E
At-nCBP

At-eFlu

20 25 30 35 40

20 25 30 35 40

20 25 30 35 40

20 Z% 30 I 40

Figure IV.1. Profils d'expression des géneslFAE chezA. thaliana analysés par RT-PCR
semi-quantitative.
L'accumulation des transcrits est observée dansrignes feuilles jeunes, feuilles vieilles,
racines, tiges et fleurs, aprés 20, 25, 30, 3D eydles de PCR. L'amplification d'un fragment
de I'ADNc deeFla d’A. thalianaest utilisée comme controle.

23

\l



354

307

257

Valeurs brutes de Ct
S
L]
HH o

E
L]
£
15 3
10
5
0 } + = } t Organes
Feuilles Feuilles Racines Tiges Fleurs

jeunes vieilles

Figure IV.2. Expression des génes témoirgstone 1let GAPDHA dans les 5 organes chez
A. thaliana.

Les valeurs brutes de Ct indiquées ici sont mesypéer les gendsistone 1(carré bleu) et
GAPDHA (losange rouge), au cours de 6 expériences de GH -Guantitative distinctes et
pour 2 réplicats biologiques de chaque organe.

[Al

[B]

o BIFAE3
. E

Figure IV.3. Contréles nécessaires a I'exploitatiordes résultats obtenus par RT-PCR
guantitative.

[A] Exemple de courbe standard pour vérifier I'effitade la PCR quantitative. L'efficacité
est calculée a partir de la pente de la droitem@eour une gamme de dilution de 5 points
en duplicat réalisée a partir d'un mélange équimeotie tous les ADNCc.

[B] Exemple de courbe de fusion ou chaque pic represenADNc amplifié.
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Quantité relative d'ARNm

[ Feuilles jeunes
M Feuilles vieilles
M Racines

[ Tiges

[] Fleurs

elF4E1 elF4E2 elF4E3 elF(iso)4E nBCP

Figure 1V.4. Comparaison des niveaux d'accumulation des transds elF4E entre les 5
organes de la plante

Les analyses ont été effectuées par PCR quangitaiv temps réel (moyenne de deux
réplicats biologiques répliqués 3 fois pour chaexeérience).
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M elF4E1
[ elF4E2

M elF4E3

[ elF(iso)4E
Il nCBP

Racine

http://imwwuser.gwdg.de/~instphyt/karlovsky/rese&2606.html

?/': Fleur

Tige

A

Feuilles agées

http://www.botanik.uni-karlsruhe.de/garten/fotoskh/

Figure IV.5. Comparaison du niveau d'accumulation @ chacun des 5 transcritelF4E
pour chaque organe

Les résultats obtenus par PCR quantitative en terépk présentés correspondent a la
moyenne de 2 réplicats biologiques répliqués 3goig chaque expérience.
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JO55 vide At-elFAE1 At-elF4E2 At-elFAE3
At-elF(is0)4E At-nCBP Ca-elF4E1 Ca-elF4E2

® 6 & &

Ca-elF(iso)4E

Figure IV.6. Test de complémentation fonctionnellelans la levure JO55 avec les AD!
des 5At-elF4E et des Ca-elF4E.
Le contrble négatif est la levure JO55 vide, saDHNA

4E1_Capsicum 1-----MATA
4E2_Capsicum 1- MAD
4E1_Athaliana 1 -----| MA
4E2_Athaliana 1 MVVMDSP
4E3_Athaliana 1 MVVTDSP
iso4E_Athaliana
iso4E_Capsicum
nCBP_Athaliana
4E1_Scerevisiae
consensus

4E1_Capsicum 89
4E2_Capsicum 84
4E1_Athaliana 96
4E2_Athaliana 101
4E3_Athaliana 101
iso4E_Athaliana 60
iso4E_Capsicum 64
nCBP_Athaliana 79
4E1_Scerevisiae 72
consensus 101 *.**

i--FNE [l [§]
VY EIR--KGGNEFA

* ok *

4E1_Capsicum 183 AAN
4E2_Capsicum 178 AAN
4E1_Athaliana 190 AANHAAQVSIGKQW

4E2_Athaliana 195K AANEEAQL SIGKQWHKELEYNDTIGFI WHEDARIL
4E3_Athaliana 195 AANHEAQL SIGKQWKE e

iso4E_Athaliana 159 TKS
iso4E_Capsicum 159 T A ERSAKSRYTV----
nCBP_Athaliana 173 aSDHG PHDARDNSS[ LRG
4E1_Scerevisiae 169 S-EDKEPL ENQ FPHSSANEHPQPS|
consensus 201 .. .. K e e e

Figure IV.7. Alignement de la séquence en acides ams des protéines elF4E d&.
cerevisiagA. thalianaetC. annuum
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Tableau A.1. Sérums utilisés pour la détection d'aumulation virale par la méthode
DAS-ELISA.

Virus Serum Dilution 1gG Dilution Conjugué
PVY Piperade I, INRA, Avignon 1/500 1/800
TEV Esteve, INRA, Avignon 1/500 1/500
WMV Adgen, Scotland, UK 1/750 1/350
TuMV Adgen, Scotland, UK 1/750 1/750

1. Sensibilisation des plaques : dépét des anticorps dans led'puégplaque

r—nf U U

2. Fixation de I'antigéne (protéines virales extraites deargillons de feuilles broyés) aux anticorps

4@ &Mﬁ‘

3. Fixation du conjugué (anticorps conjugué a la phosphatase alcaline)

i

4. Révélation : dépbt du substrat de la phosphatase alcaline (PNPP)

PNPP
S'il y a réaction antigene-anticorps, la
o phosphatase alcaline dégrade le substrat,
M ce qui se traduit par une réaction
0 ) @) colorimétrique (incolore ->jaune).

Figure A.1. Principe du test DAS-ELISA.
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Tableau A.2. Composition des milieux de culture ulisés pour les levures et les bactéries.

Nom du milieu Composants Quantité pour 1L
Levures

YPD* Difco peptone 2049
Extrait de levure 10g
Glucose 2049

SD-L* Dropout Leu Trp 0,64 g
Nitrogen w/o amino acid 6,79
Dextrose 209
Tryptophane 20 mg

SD-W* Dropout Leu Trp 0,64 g
Nitrogen w/o amino acid 6,79
Dextrose 209
Leucine 100 mg

SD-LwW* Dropout Leu Trp 0,64 g
Nitrogen w/o amino acid 6,79
Dextrose 2049

SD-LWH* Dropout Leu Trp 0,64 g
Nitrogen w/o amino acid 6,79
Dextrose 2049
Adénine hémisulfate 20 mg

SD-LWHA* Dropout Leu Trp Ade His 0,69
Nitrogen w/o amino acid 6,79
Dextrose 2049

SD gal/raf - URA*  Dropout Leu Trp Ura His 0,69
SD gal/raf 379
Leucine 100 mg
Tryptophane 20 mg
Histidine 20 mg

Bactéries

LB* Bacto-tryptone 10 g
Bacto-yeast extract 59
NaCl 59

* Rajouter 20g d'agar pour faire les milieux solides

Tableau A.3. Solutions nécessaires pour la microezaiction d'ADN a partir de matériel
végétal.

Concentration ou

Solutions Composants
volume

Tampon sorbitol D-sorbitol 0,35 M
Tris 0,10 M
EDTA 5,00 mM
AjusterlepHa 7,5
A conserver a 4°C

Tampon de lyse des noyaux  Tris 0,20 M
EDTA 0,05 M
NaCl 2,00 M
CTAB 2%
A conserver a 20°C

Tampon de microextraction Tampon sorbitol 25 mL
Tampon de lyse des noyaux 25 mL
Sarcosyl 5% 10 mL

Bisulfite de sodium (Na2S205) 0,29
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Tableau A.4. Amorces PCR répertoriées pour chaque/pe d'expérience.

[A] Pour amplifier les genedFAE en vue de leur séquencage

Taille
Plante Gene Amorce sens (5' -> 3)) Amorce antisens¥53') fragment
PCR (en pb)
Arabidopsis
ADNg elF4E1 Z588F GAGAAAGAGAAGCAGTTCGG Z588R GACAGACTGTCAAGTCATG 1540
elFAE2 Z590F GGAGCATAGTGAACGGGAAAA Z523R  TTTACAGTAAAGATAGAGCAAC 1720
elF4E3 Z589F CGGAGCAAAGTGAACGGAAAAG Z522R  GTAAAGATAGATCAGAGGCAAC 1802
elF(iso)4E Z591F GCCGTCTCAGAAGAAAACTCAACTGCG Z591R CCGACCAAACAGTATCAC 1482
nCBP Z608F CTTCCTGATTGGAATTTTAGGGC Z608R GCCTCCGGTACAGTATGGTATTGG 1662
Capsicumspp.
ADNc  elF4E1 Z119F AAAAGCACACAGCACCAACA Z119R TATTCCGACATTGCATCAAGAA 729
elF4E2 Z401F GATAGTTTGTGTGAGGATTTCAC Z403R GCAACCGCAAGTGACTGCTGAT 832
elF(iso4E) Z320F ATGGCCACCGAAGCACCACCACCGG Z321R TCACACGGTGTATCGGCTCTTAGCT 613
ADNg elF4E1 Z1245F GAAGATCCTGTATGTGCCAATG Z1245R CTGTGTAACGATTCTTTGC 1600
elF(iso)4E Z1247F GAGTGCGCTAATGGTGGCAAGTG Z1247R TCACACGGTGTATCGGCTC 2200
Lycopersionspp.
ADNc  elF4E1 Z1068F CTGAAATGGAGAGAACGATGT Z1070R CACTGCATCAAGAACTATACGG 687
elF4E2 Z449F GGGACGAAAACACCAAAAATG Z449R CCCTGTTGTAACGATAGAACTA 703
elF(iso)4E Z382F GACGGGAAAACAATGGCCACCG Z340R ATTTGCAGCAGACAAGCGC 711
ADNg elF4E1 Z1245F GAAGATCCTGTATGTGCCAATG Z1248R CTATACGGTGTAACGATTCTTG 1000
elF(iso)4E Z1250F GAGTGTGCCAATGGTGGCAAGTG Z1250R CTACACAGTATATCGGCTCTTAG 2200
Solanumspp.
ADNc  elF4E1 Z1165F ATGGCAGCAGCTGAAATGGC Z1167R GGCATGAATTCAAACTAAACA 840
elF4E2 ZA49F GGGACGAAAACACCAAAAATG ZA49R CCCTGTTGTAACGATAGAACTA 703
elF(iso)4E 7382F GACGGGAAAACAATGGCCACCG Z340F ATTTGCAGCAGACAAGCGC 711
Tableau A.4. -suite 1- Amorces PCR répertoriées pour chaqueps d'expérience.
[B] Pour amplifier les génedF4E et les génes viraux en vue de leur clonage
Taille Sites
Plante, virus  Geéne, allele Amorce sens (5 -> 3Y) Amorce antisens (5' -> 3') fragment  enzymatiques
PCR (en pb) introduits
Arabidopsis
ADNc  elF4E1 ZA41F AGAGAATTETGGCGGTAGAAGACACTC Z441F  AGACTCGATEAAGCGGTGTAAGCGTTC 724 EcoRI / Xho
elF4E2 7581  AGAGGATOUATGGTGGTTATGGATTCT 7Z520F  AGACTCGATCATACAGTATATCGACG 73¢ BamHI / Xho
elF4E3 7517  AGAGGATOTATGGTGGTTACGGATTCT Z520F  AGACTCGATCATACAGTATATCGACG 73¢ BamHI / Xho
elF(iso)4E Z442F AGAGAATTETGGCGACCGATGATGTGA ZA442F  AGAGGATCICAAACAGTGAATCGGCTTC 622 EcoRI / BamH
nCBP Z587F AGGATCATATGGAGGTTTTGGATAG Z587F ACTCGAGTATCCTCTCAGCCAT 682 BamHI / Xho
Capsicumspp
ADNc  elF4E1 7302  AGAGAATTETGGCAACAGCTGAAATGGAG Z303  AGAGGATCITATACTGTGTAACGATTCTT 705 EcoRI / BamHI
elF(is0)4E, pvré 7515  AGAGGATOTTATGGCCACCGAAGCACCACCA Z516R  AGACTCGATCACACGGTGTATCGGCTCT 627 BamHI / Xhol
elF(is0)4E, pvr6 7515  AGAGGATOTATGGCCACCGAAGCACCACCA 7597  ACTCGABCAACTTGCTGGGCTTGAATA 542 BamHI / Xhol
elF4E1-mutD109N pvxl  CATCGATATGGCAACAGCTGAAATGGAGAA pvx3  TCTCGABTTTATACTGTGTAACGATTC 701 Clal / Xhol
Potato virus Y
LYE84 VPg 7304  AGAGGATCAGGGAAAAATAAATCCAAAAGA 7306  AGAGGATCICATTCATGCTCTACTTCCTGTT 582 BamHI / BamHI
Nla 7304  AGAGGATCAGGGAAAAATAAATCCAAAAGA 7308  AGAGGATCICACTGCTCCACAACTACATCATG 750 BamHI / BamHI
NIb 7310  AGAGGATCRAGCTAAACACTCTGCATGGATG 7312  AGAGGATCICACTGGTGATGTACTTCATAAGA 157¢ BamHI / BamH
SON41p VPg Z305  AGAGGATCIAGGGAAAAATAAATCCAAGAGA Z307 AGAGGATCICATTCATGCTCTACTTCCTGTT 582 BamHI / BamH
Nla 7305  AGAGGATCRAGGGAAAAATAAATCCAAGAGA Z30S  AGAGGATCICACTGCTCCACAACCACATCATG 75C BamHI / BamH
NIb Z311  AGAGGATCRAGCCAAGCACTCTGCATGGATG 7315 AGAGGATCICACTGATGATGCACTTCATAAGA 157¢ BamHI / BamH
SON41g VPg Z305  AGAGGATCIAGGGAAAAATAAATCCAAGAGA Z307 AGAGGATCICATTCATGCTCTACTTCCTGTT 582 BamHI / BamH
Tobacco etch virus
HAT VPg Z435  AGAGAATTGGGAAGAAGAATCAGAAG 7643  AGACTCGAGTATTCAAACGTCAAGTCCTC 582 EcoRI / Xhol
Nla Z435  AGAGAATTGGGAAGAAGAATCAGAAG Z436  AGACTCGAGTATTGCGAGTACACCAATTC 744 EcoRI / Xhol
NIb 7438  AGAGAATTCGGGGAGAAGAGGAAATGG Z439  AGACTCGAGTACTGAAAATAAAGATTCTC 1554 EcoRI / Xhol
CAA10 VPg Z435  AGAGAATTGGGAAGAAGAATCAGAAG 7643  AGACTCGAGTATTCAAACGTCAAGTCCTC 582 EcoRI / Xhol
Nla 7435  AGAGAATTGGGAAGAAGAATCAGAAG 7436  AGACTCGAGTATTGCGAGTACACCAATTC 744 EcoRI / Xhol
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Tableau A.4. -suite 2- Amorces PCR répertoriées powchaque type d'expérience.

[C] Pour amplifier les génes de ménage et les EST sefices aux analyses de polymorphisme des galrd&

Taille
Plante Geéne, marqueur Amorce sens (5' -> 3') Amorce antisens (5' -> 3') fragment
PCR (en pk
Capsicur spp
ADNg  HpmsE121 Z1316F TGAGAGTTGGATCCCTCTTCTTCG Z1316R CTTGTTCGGGCTTGAAAGAGGA ~ 200
HpmsE11% Z1317F TCATCTCATAGCCTGCCCCCTA Z1317R CCACTTGAAGAAGCCATGACCA ~ 200
HpmsE141 Z1318F TCCCAACAACTCAAATGGCTTC Z1318R TGGAGGTGCCCTTCTGGTAAAG ~ 250
HpmsE073 Z1319F TTATTCAGGCCCACTTATCGAA Z1319R CAGCAGCCAAATTCTTGATTTC ~ 250
HpmsE006 Z1321F GCTGACCGTTTTCGTTTTGGG Z1321R CAAAATTCAACCGCACCAACA ~ 200
HpmsE146 Z1322F CCCTTCTTCCTTTCCACCATCA Z1322R AGGCGTGAAAGGGTTA TGAGGA ~ 200
HpmsE01% Z1323F TTGTGAGGGTTTGACACTGGGA Z1323R CCGAGCTCGATGAGGATGAACT ~ 150
HpmsE020 Z1325F CCCCCGAGAGGAACAGAATCAT Z1325R TTCCATTTTGGTCCAGCTACCA ~ 200
HpmsE098 Z1326F CCACAAACACTCCCTAAACCCACT Z1326R CAAACCCCCTTCAACTTCCTCA ~ 200
HpmsE096 Z1327F CGGGTCAAACAAAAACCGAAGT Z1327R GCTTGTGGTTGAGCTCGCTCTT ~ 200
HpmsE061 Z1328F CCCAAGAAAGAAGTTGGGAATGG Z1328R TTCGACGAGCTTGGAAGGTGAT ~ 300
HpmsE132 Z1329F ACATCCACAGCAAAAGGAAAAA Z1329R GTGGAAAGTTTGGTGGATCAGA ~ 200
eFla Z1089F ATGGGTAAAGAGAAGATTC Z1089R TCACTTCCCCTTCTTCTG 1400
H2B-1 Z1053F GGCCCGACAAGAAGAAGAAGA Z1053R CTGCCTTGGTTCCTTCAGAAA 430
ndhF5 Z1183F CGGGTCTTATACATGCTGCTAC Z1075R GATACCTTCTCCTACAAT 2100
rbcL Z1076F ATGTCACCACAAACAGAGAC Z1076R CTCACAAGCAGCAGCTAGT 1400
Lycopersiconspp.
ADNg CTO066 CTO066F CGCTGTCCCTCTTACCACCC CTO66R AATTGCTCTGCCACTTTCGCTAC 1346
CT093 CTO093F CTCCCCTCGGCTACAGCATT CT093R AGCAGCCCTTCAGAACGGACT 1415
CT148 CT148F TCGTGTCAAGGCTGTGTTAGT CT148R GGTTGCTTCCCAGATAGTTGT 1497
CT179 CT179F CGAATTCATCTCCACACTCA CT179R TAAGACCAGCCAAACTACCAC 995
CT189 CT189F CAAGATCCCGCTGACCACTG CT189R TGGAGGCAGCAAGAAGTGTGA 1463
CT198 CT198F TGACAAACTACCGAATTACGA CT198R GGTGATTTATTTAGTGCCACA 779
CT208 CT208F CTATGGAGTTATATTTTCACCACA CT208R ACTTTTGAGAGGACATCAATTT 1767
Sucf SucrF  GGACCATTGTATCACAAGGGATG SUuCrR  CAAAGGGAAGGATTGAATATTAGC 1575
eFla Z1089F ATGGGTAAAGAGAAGATTC Z1089R TCACTTCCCCTTCTTCTG 1400
H2B-1 Z1053F GGCCCGACAAGAAGAAGAAGA Z1053R CTGCCTTGGTTCCTTCAGAAA 430
ndhF5 Z1183F CGGGTCTTATACATGCTGCTAC Z1075R GATACCTTCTCCTACAAT 2100
rbcL Z1076F ATGTCACCACAAACAGAGAC Z1076F CTCACAAGCAGCAGCTAGT 140(
1 d'aprés Yi et al., 2006° d'aprés Roselius et al., 2005
Tableau A.4. -suite 3- Amorces PCR répertoriées powchaque type d'expérience.
[D] pour la PCR guantitati'
Taille
Plante Gene, alléle Amorce sens (5' -> 3) Amorce antisens¥53') fragment
PCR (en pb)
A. thaliana
ADNc  elF4E1 Z1056F TCGAGCAAATCCGGTGTTCCTG Z1056R ACAGTAGAAGTCAGCTCCGTG 207
elFAE2 Z1057F CTTTGTATACATTCGCTACC Z1057R TAACGTGTTAAGCCAATTAG 206
elF4E3 Z1058F CCTTGTATACATTCGGTACT Z1058R TAACGTGTTAAGCCAATTGC 206
elF(iso)4E Z1169F AGTGGACTTGGGTTGTTACTG Z1169R GAACAGCTTCATTAGACTTCG 190
nCBP Z1170F TTCTCAAAAGTTGTATCTGCTC Z1170R GAGTCTCTCAAACCCATCACT 181
histone 1 Z1197F AGAAAACAACTTCCTCTCACCCTA Z1197R AGGCAGTGATTTATGTTTCTCCTC 180
GAPDHA Z1199F TTGCACTACCAACTGTCTTGCT Z1199R AGCTGCTCTTGCTCTCCTTAGA 185
[E] pour la PCR semi-quantitati
Taille
Plante Geéne, allele Amorce sens (5' -> 3) Amorce antisens (5' -> 3 fragment
PCR (en pb)
A. thaliana
ADNc  elF4E1 Z588F GAGAAAGAGAAGCAGTTCGG Z588R GACAGACTGTCAAGTCATG 885
elF4AE2 Z590F GGAGCATAGTGAACGGGAAAA Z737R  GGTCATGTTCTAATATGGCTTCCC 957
elF4E3 Z589F CGGAGCAAAGTGAACGGAAAAG Z522R  GTAAAGATAGATCAGAGGCAAC 955
elF(iso)4E Z591F GCCGTCTCAGAAGAAAACTCAACTGCG Z591R CCGACCAAACAGTATCAC 695
nCBP Z608F CTTCCTGATTGGAATTTTAGGGC Z608R GCCTCCGGTACAGTATGGTATTGG 844
eFla Z975F ATGAACCACCCTGGTCAG Z975R TCACTTCGCACCCTTCTTG 218
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CAT ATG GCC ATG GAG GCC AGT GAA TTC CAC CCG GGT GGG CAT CGATAC GGG ATC CAT
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2026 STOP e
CGA GCT CGA GCT GCA GATGAATCGTAGATACTEAAAAACCCCGCAAGTTCACTTC
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AACTGTGCATCGTGCACCATCT

3 AD Sequencing Primer
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__T7Promoter

t_TiPromoter
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1281
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3' DNA-BD Sequencing Primer
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d - umc“clﬁmkev
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(@52 bp)
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Figure A.2. Schémas des vecteurs et de leur site denage multiple utilisés lors de ce travail.
pGADT7 (@), pGBKT7 ), pPGEMT-easy() et p424GBP/TRP1dj.
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Interaction entre X et Y
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AD A
X Y
= ie géne mpporfeur
BD appat  Pre HIS3 - Phototrophe HISTIDINE _
ADE - Phototrophe ADENINE
LacZ=> b-Gal fpanScmphon Pas d'interaction entre X et Y
1. Clonage des partenaires en fusion
AD::X BD:'Y traductionelle avec le domaine d’activation (AD)
du vecteur pGADT7 et le domaine de liaison
(BD) du vecteur pGBKT7
l l 2. Transformation des levures AH109 et Y187
avec les plasmides pGADT7 et pGBKT7
portant les génes proie et appéat. Les
Souche AH109 (MATa) Souche Y187 (MAT) transformants sont étalés sur milieux SD-L et
SD-LW respectivement.
3. Conjugaison. Les doubles transformants sont
sélectionnés sur boite SD-LW.
Doubles Transformants
4. Tests d'auxotrophies par repiquage en
/ \ triplicat sur milieux sélectifs SD-LWH et SD-
LWHA. Le milieu SD-LWH permet de détecter
les interactions protéine / protéine faibles.
SD-LW SD-LWH SD-LWHA
proie
A AgT SV40
appat
SD-LW SD-LWH SD-LWHA
Lamininel = —> Pas d'interaction
x® ©® 00 © ¢ . . " |+ Interaction forte
A.3. Principe (a) et méthode (b) du systémde double hybride dans la levure

Figure
pour détecterin vivodes interactions protéine / protéine.

Les contréles négatif et positi€)(sont fournis par le kit Matchmaker GAL4 two-hydri
system 3 (Clontech, Mountain View, CA, USA) : 'A8V40 n’'interagit pas avec la laminine
tandis qu’il interagit fortement avec la protéirgSple souris.
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Tableau A.5. Composition du gel de polyacrylamide [3S-PAGE et du tampon de
migration.

Composant Quantité ou
volume
Gel acrylamide  Gel de résolution (12%) acrylamide 40% 2,5mL
Tris-HCI1,5M pH 8,85X 1,5mL
SDS 10% 75 uL
H,OmQ 3,6 mL
APS 10% 60 pL
TEMED 2,5puL
Laisser polymériser 1 h avant de couler le gel decentration
Gel de concentration (4%) acrylamide 40% 250 pL
TrissHCI1 M pH 6,8 8X 310 uL
SDS 10% 25 uL
H,OmQ 1,8 mL
APS 10% 25 uL
TEMED 2,5puL

Ajouter une pointe de bleu pour visualiser les puit
Placer le peigne et laisser polymériser 1 h avantidposer les échantillons

Tampon de migration Tampon Tris (0,25 M) - 25 mL
Glycine (1,92 M) pH 8,3
SDS 10% 2,5mL
H,OmQ gsp 250 mL
- > +
~ w
3 papiers 3 papiers
wattman wattman
Gel de polyacrylamide Membrane de
a transférer nitrocellulose

Figure A.4. Montage du Western blot pour transférer les protéires du gel de
polyacrylamide SDS-PAGE vers une membrane de nitradlulose.

Les feuilles de papier wattman et la membrane tteaallulose, découpées aux dimensions
du gel, ont été préalablement imbibées de tampanadsfert. Ce montage est placé dans le
support amovible de la cuve de transfert, en reapetorientation, de I'électrode négative
vers |'électrode positive.
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Carine CHARRON

Caractérisation fonctionnelle et évolution moléculae des genes codant pour les facteurs
d'initiation de la traduction elF4E : des facteursclés dans la résistance des plantes aux
Potyvirus

L'objectif de cette étude est de décrire puis amalyet comparer le polymorphisme de
séquence des genel-4E (eukaryotic Initiation Factor 4Ede résistance aux potyvirus, afin
de mettre en relation ce polymorphisme avec la ofdnction des protéines elF4E dans les
processus cellulaires de I'héte et dans l'intesaciivec les potyvirus. La stratégie repose sur
I'association d'analyses fonctionnelles et d'étutlégolution moléculaire des geneH-4E
chez deux Solanacées (piment et tomate) et ctsgete modéldrabidopsis thalianaEn ce

qui concerne le role de elF4E dans les processlislanes, la pression de sélection
purificatrice forte identifiée pour l'ensemble dgeneselF4E argumente en faveur de
I'acquisition d'une spécialisation fonctionnellé, ce bien que toutes les protéines elF4E
apparaissent capables de complémenter une levigtgade son genelF4E En ce qui
concerne le role de elF4E dans les interactionstgdapotyvirus, une importante diversité de
variants alléliques a été identifiée au loeliB4E1-pvr2du piment, diversité caractérisée par
des substitutions nucléotidiques exclusivement syrmoenymes. La plupart de ces
substitutions, impliquées dans la résistance auX ERbtato virus Y et TEV (Tobacco etch
virus) via une modification de l'interaction avec la proténrale VPg Yiral Protein genome-
linked), sont sous pression de sélection positive. Cagltedds couplés a ceux montrant que
des mutations dans la VPg permettent aux potywdeis'adapter aux protéines elF4E1 de
résistance, mettent en évidence l'existence d'oésotution entre elF4E1l et VPg. Cette
coévolution n'est cependant pas retrouvée cheamate etA. thaliang indiquant que leurs
caractéristiques biologiques d'interaction avec desyvirus 'In naturd' conduisent a des
profils différents d'évolution des genel$-4E Plus globalement, ces résultats associés a ceux
montrant la conservation de la position des suligiits en acides aminés dans les protéines
elF4E de résistance d'especes tres éloignées suggéexistence d'une évolution
convergente.

Mots clés : elF4E, génes récessifs de résistance, diveadiéfique, piment, tomateA.
thaliana Potyvirus coévolution, sélection positive, évolution corgemte.
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