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Si je devais résumer mon parcours scientifique et ce qui en fait sa cohérence malgré la
diversité des modeles sur lesquels j’ai travaillé, je dirais que le fil conducteur a été I'étude
des interactions hotes - pathogenes.

Et ce, que ce soit dans le cadre de la caractérisation moléculaire et de I'évaluation
comme agents de contréle biologique des virus entomopathogenes, ou dans I'évaluation de
I'impact sur les especes non cibles des toxines Cry produites par Bacillus thuringiensis durant
mes travaux de these et de Post Doctorat. En 2006, a I'issu de mon post doctorat, j’ai été
recrutée a I'INRA en tant que Chargée de Recherche 2™ classe dans I'Unité IBSV de Sophia
Antipolis (équipe Entomotox dirigée par D. Pauron). Le projet que j'y ai développé durant 4
ans visait a décortiquer le mécanisme de résistance mis en place par Chrysomela tremulae,
un ravageur du peuplier, contre la toxine Cry3A de B. thuringiensis.

En septembre 2010, suite a un souhait de mobilité, j’ai rejoint I'’équipe CaGeTE créée
en 2004 (renommée depuis VIP pour Virus-Insecte-Plante) dirigée par S. Blanc lors de
I'installation de 'UMR "Biologie et Génétique des Interactions Plante-Parasite" (BGPI) sur le
site de Baillarguet a Montpellier.

A/ TRAVAUX DE THESE (PRI, Wageningen, Les Pays Bas ; 1999-2002)

Suite a mon DEA en Physiologie des Plantes effectué a I'Université Montpellier Il, j’ai
obtenu une bourse doctorale Européenne (Marie Curie Grant) pour réaliser ma these au sein
de l'équipe de Virologie de Hans van den Heuvel a Wageningen (Plant Research
International). C'est la que je me suis familiarisée avec mes premiers pucerons
Rhopalosiphum padi et Myzus persicae et leur virus respectif : Aphid lethal paralysis virus
(ALPV), et un parfait inconnu que j’allais caractériser et nommer Myzus persicae densovirus
(MpDV). Les pucerons (famille des hémipteres) sont des ravageurs majeurs des cultures, par
leur action directe sur la plante hote qu’ils colonisent et affaiblissent, et par leur grande
capacité a transmettre des virus phytopathogenes. Les mesures de contrdle de ces insectes
reposent encore trop sur l'application d’insecticides non spécifiques conduisant a des
problemes sanitaires en méme temps qu’a I'apparition de résistances des insectes cibles.

Il s’agissait donc au cours de ma these de caractériser au niveau moléculaire et
biologique des virus entomopathogénes pouvant étre potentiellement utilisés en lutte
biologique.

- L’ALPV, un virus a ARN identifié originellement chez le puceron des céréales R. padi en
Afrique du Sud par le groupe de Barbara von Wechmar (Department of Microbiology,
University of Cape Town) a été dans un premier temps entierement séquencé. Pour cela
nous avons mis au point une technique de purification virale a partir d’individus infectés,
puis I’ARN viral a été extrait et deux banques d’ADNc construites et screenées. L'obtention
du génome viral total a permis d’assigner ce virus a la famille des Dicistroviridae (van
Munster et al., 2002). Son potentiel en tant que biopesticide a été évalué en raison de son
effet foudroyant sur R. padi (quelques heures apres infection les pucerons commencent a
avoir des mouvements désordonnés, tombent de la plante hote et meurent de paralysie en
48h), et a donné lieu a un dépot de brevet (van der Wilk & van Munster, 2003).

- De la méme maniére, un nouveau virus identifié dans un élevage de laboratoire de M.
persicae a Colmar (laboratoire de Véronique Brault) a été caractérisé, le MpDV : jai
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développé un protocole de purification a partir d’individus infectés, et des anticorps
polyclonaux spécifiques dirigé contre les protéines de capside a été produit. Cela nous a
permis de caractériser plus avant les protéines structurales (par Western blot notamment)
et de réaliser des expériences de détection par DAS-ELISA. L’ADN viral été séquencé et nous
a permis de classer ce nouveau virus dans la famille Parvoviridae, genre Densovirus
(rebaptisé depuis Ambidensovirus) (van Munster et al., 2003b). Depuis sa caractérisation en
2003 ce virus a été détecté dans de nombreux élevages de M. persicae en laboratoire (en
Grande Bretagne, aux Etats Unis ..) ainsi qu’au champ. Cette forte prévalence semble étre
due a la capacité de ce virus a étre transmis de maniére verticale et horizontale via la plante
héte comme j’ai pu le montrer au cours de ma these (van Munster et al., 2005).

Toujours dans I'objectif d’utilisation potentielle de ces virus comme biopesticides j’ai
évalué le potentiel entomopathogene de MpDV sur M. persicae (effet sur le développement,
sur la fécondité, sur la mortalité..). Force est de conclure que ce virus n’est pas un pathogene
« foudroyant » : il n’est pas létal pour les pucerons infectés, et n’a qu’un effet marginal sur la
biologie de son hoéte (van Munster et al.,, 2003a). Une utilisation pratique comme
biopesticide semble donc peu prometteuse.

Récemment, lors d’analyses bioinformatiques réalisées sur M. persicae afin d’en
rechercher le répertoire des protéines cuticulaires (voir chapitre 3.4), nous avons montré
gu’une partie du génome de MpDV était intégrée au génome de son héte (Clavijo et al.,
2016).

Des questions se posent : quel est le réle de ces séquences virales intégrées ? Ont-
elles un rble dans la non virulence de MpDV envers M. persicae ? Comment
expliquer la forte prévalence de ce virus in natura ?
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B/ POST-DOCTORAT (IRB, Montréal, Canada ; 2004-2006)

Lors de mon stage post-doctoral (2004-2006) réalisé a I'Institut de Recherche en
Biotechnologie (IRB/CNRC-NRC) de Montréal j'ai continué a travailler sur la question des
biopesticides mais cette fois avec une approche d’analyse bioinformatique de données
transcriptomiques. Jai travaillé sur deux agents entomopathogénes des Lépidopteres,
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) et un baculovirus (Trichoplusia ni single
nucleopolyhedrovirus ; TnSNPV).

1. Des insectes non cibles sont ils sensibles a Btk ?

Dans le cas de Btk c’est la toxine CrylAb que la bactérie synthétise qui confere le
pouvoir entomopathogene chez les larves de Lépidopteres. L'ingestion de la toxine entraine
une paralysie des intestins des larves qui ne peuvent ainsi plus se nourrir et meurent
guelgues heures plus tard.

Au Canada, depuis 1987, Btk est le seul moyen de controle utilisé contre la tordeuse
de I"épinette (Choristoneura fumiferana), I'insecte le plus destructeur des peuplements de
coniferes de I’Amérique du Nord (source : sopfim.gc.ca). La grande spécificité d’action des
toxines Bt en fait 'agent de lutte biologique commercialisé le plus répandu. Cependant des
doutes subsistent sur I'innocuité de ces toxines envers des insectes dits non cibles. Au cours
de cette étude nous avons évalué I'effet de doses sous létales de cette toxine sur un insecte
non cible, Manduca sexta.

Pour cela nous avons analysé I'altération des profils transcriptomiques de larves M.
sexta ayant ingéré des doses sous létales de CrylAb. Des librairies cDNA soustractives ont
été réalisées par Liliane Meunier, étudiante en M2 que j'encadrais, et I'expression
différentielle de plus de 1000 clones mesurée par puces a ADN, et analysée par I'outil
GeneSpringTM (Silicon Genetic Genetics, CA) (Meunier et al., 2006). Cela a permis de
montrer qu’un nombre important de genes impliqués dans le métabolisme et la réponse aux
stress était altéré dans cet insecte non cible (van Munster et al., 2007).

2. Expression temporelle des génes du TnSNPV

Au cours de ces deux ans, jai eu également I'opportunité de travailler sur un
baculovirus (autre famille majeure de biopesticides commercialisée). L'équipe de David
Theilmann (Pacific Agri-Food Research Centre, Summerland, Canada) avait récemment
caractérisé le TnSNPV qui infecte Trichoplusia ni (la fausse-arpenteuse du chou), un insecte
ravageur a répartition quasi-cosmopolite (Willis et al., 2005). En collaboration avec D.
Theilmann et L. Willis je me suis intéressée a |'expression temporelle des différents genes
viraux afin de mieux comprendre le processus d’infection et de pathogénicité. TnSNPV
possede un génome a ADN circulaire double brin de 134, 394 pb et la transcription, comme
celle des autres baculovirus, est supposée étre régulée de maniére temporelle par trois
classes de promoteurs séquence-dépendant (génes précoces, tardifs et trés tardifs). Jai
utilisé mon expertise acquise sur l'analyse des puces a ADN pour analyser le profil
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transcriptomique de I'ensemble des 144 genes viraux avec le logiciel GeneSpring (van
Munster et al., 2006).
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C/ DEVELOPPEMENT DES ACTIVITES DE RECHERCHE AU SEIN DE L’INRA

A la fin de mon stage post-doctoral j’ai été recrutée a I'INRA sur le centre de Sophia-
Antipolis (UMR Interactions Biotiques et Santé Végétale) dans I'équipe Entomotox dirigée
par David Pauron. L’équipe travaillait sur le mode d’action des toxines Cry produites par B.
thuringiensis.

1. Mode d’action et résistance aux toxines Cry de B. thuringiensis

1.1 Problématique et objectifs du travail

Bacillus thuringiensis (Bt), bactérie entomopathogéne ubiquitaire produisant plus de
200 toxines (Cry) actives contre différentes classes d’insectes, est le bioinsecticide le plus
employé : 98 % des produits phytosanitaires biologiques commercialisés sont issus de Bt
sous forme de formulations de spores et cristaux (épandage) ou par insertion de génes cry
dans des plantes d’intérét agronomique. En 2005, les cultures transgéniques-Bt occupaient
16,2 millions d’hectares (ISAAA, 2006). Cependant il existe un décalage important entre
I"utilisation grandissante des produits dérivés de Bt et I'insuffisance de données moléculaires
sur le mode d’action des toxines Cry. Si les premieres étapes du processus infectieux ont été
élucidées chez les Lépidopteres, les étapes postérieures a la fixation de la toxine sur un/des
récepteurs et conduisant a la mort de l'insecte restent a I'état d’hypotheses. A cette boite
noire que constituent les étapes finales de I'infection s’ajoute I'apparition de résistances au
champ. Plusieurs mécanismes ont été identifiés chez les Lépidopteres mais ils n’expliquent
pas tous les phénomenes de résistance observés et font supposer une grande capacité
d’adaptation des insectes cibles. Les Coléopteres et, en particulier, certains ravageurs de la
famille des Chrysomélidés (Diabrotica virgifera, Chrysomela tremulae) occasionnent des
pertes annuelles estimées a plusieurs millions d'euros. Les toxines Cry3 sont utilisées contre
cette famille d’insectes (cf. Mais MON863 de Monsanto contre D. virgifera) et ce en dépit du
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manque de données sur le mode d’action/résistances encore plus criant que dans le cas des
Lépidopteres.

1.2 Caractéristiques de la résistance a la toxine Cry3A chez le coléopteére C. tremulae

Sylvie Augustin (INRA, Unité de Zoologie Forestiere, Orléans) et Denis Bourguet
(CBGP, Montpellier) ont montré la présence dans une population naturelle de C. tremulae
d’individus capables de se développer normalement sur des feuilles de peupliers
transgéniques exprimant la toxine Cry3A et cela avec une fréquence élevée. A partir
d’individus résistants, trois lignées isofemelles résistantes ont été constituées et le
déterminisme de la résistance a été étudié sur I'une de ces souches. La résistance a la toxine
Cry3Ay est tres élevée (facteur de résistance > 6400), récessive et conférée par un seul géne
autosomal (Augustin et al., 2004).

Par ailleurs, des études préliminaires conduites au laboratoire ont montré qu’un
dérivé biotinylé de la toxine Cry3A se fixait a un récepteur présent dans des préparations
membranaires de cellules épithéliales de chrysomeles sensibles mais pas de chrysomeles
résistantes (Pauchet et Pauron, résultats non publiés). Ces différents résultats sont
caractéristiques de I'implication d’un récepteur de type cadhérine dans la mise en place de
la résistance. Les cadhérines comme les aminopeptidases ont été caractérisées chez les
|épidopteres comme récepteurs des toxines Cry et des altérations de séquences sont
responsables du développement de la résistance (Gahan et al., 2001).

1.3 Recherche et identification des génes codant pour la cadhérine et les aminopeptidases
chez C. tremulae

Le point de départ de mon programme de recherche a été d’obtenir les séquences
correspondant a des genes potentiellement impliqués comme récepteurs et dans la
résistance aux toxines Cry. Pour cela je me suis attachée a cloner et séquencer |'alléle de la
cible potentielle la plus vraisemblable de la résistance a Cry3A, a savoir une cadhérine
présente sur les cellules épithéliales du tube digestif et qui a déja été isolée chez plusieurs
lépidopteres. En parallele, j’ai également réalisé la caractérisation moléculaire de trois
aminopeptidases (APN), connues chez les Lépidopteres comme étant des récepteurs
secondaires des toxines Cry. Ces APN peuvent également étre impliquées dans des
phénoménes de résistance a Bt (Herrero et al., 2005).

Dans un premier temps j’ai essayé d’obtenir ces séquences par utilisation d’amorces
dégénérées sur des ARN totaux extraits de larves de C. tremulae en combinant des
expériences de RT-PCR et de PCR. Cependant les différents essais d’amplification en utilisant
cette stratégie se sont révélés peu fructueux. Cela est clairement di au manque de données
moléculaires chez les coléopteéres et en particulier a la grande hétérogénéité des genes
codant pour les cadhérines. Il est cependant a noter que dans le cas des aminopeptidases j'ai
obtenu des séquences qui m’ont permis de caractériser entierement un géne codant pour
cette protéine par cette technique.

Devant cet échec a identifier la cadhérine chez C. tremulae nous avons choisi une
stratégie des séquencgages haut débit qui a été rendue possible grace a la mise en place
d’une collaboration avec le Dr. Richard ffrench-Constant et le Dr. Yannick Pauchet de
I’'Université d’Exeter en Grande Bretagne. Nous avons ainsi synthétisé une banque d’ADN
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complémentaire issue de l'intestin de C. tremulae et caractérisé par pyroséquencage plus de
7500 séquences uniques. Une analyse bioinformatique a permis, entre autre, I'identification
de geénes candidats présentant des homologies de séquences avec des cadhérines et des
aminopeptidases.

Ces résultats ont fait I'objet d’une publication (Pauchet et al., 2009).

Autres résultats marquants :
1.3.1. Séquencgage du géne codant pour la cadhérine

A partir de 7 contigs uniques identifiés dans la banque ADNc j'ai séquencé entierement
I’ADNc de la cadhérine chez des individus sensibles et résistants a la toxine Cry3A et ce, a
partir d’ARN total d’intestin de larves. La séquence codante obtenue fait 5398 nucléotides et
la séquence protéique correspondante 1706 acides aminés.

SIG €4—

MRKNKEIFLFLLLPFVLOMIVPSLCDDGFRVEQVNENVTVNATSTNRYTLTMDENNHDFY

DKTALARFVNAKTATLDQFIGRDAFRVFFEGETGNTNNLIMYANQSFDYETQPNYYLFLV

CR1
NVYDNDNNLFHPVFTLNIINIDDEPPSMICPRCSFDENKLYTKDSSTCSCTVADSDGWLS

YMSFEVFDGTHEESSLFEVAYREEPOQNDTKMADVYIYPNKALDYEDIPFYIFYIQAKDRA

CR2 P>
SHPTSPENTTVIVAVNDMRDTEPVWTKLIVFEQFEEQEEKNFEVSARDGDVGLNKDVCYS

KVREDDEDAGYITIKKETGATIHVSKIDRDKNDIMIYESEILAYICDESDWKTSQONISFYTI

CR3
IDIDNNSPLVNWVIDYKNHTSKFDGKTKKSTSLEFLENYSGSLNTTIFIMDIDTGENAQF

TVELEDLDSSLVSYKDAFIVVPTAGYRSGEFQLNVRNATYLDYEDPNWQKIDFVVWSRGT

CR4
KNRDHSDQLYVHIDLMDYNDEIPKFEFNEYSVTINETTKKDVPIITVIATDRDKEDAVLS

HALIGSEYALRVLEIESGTGVIKVKTDNAFDYDTVNPIFVQVRATDKVGHSSTVPLTVNL

CRS5
LDVNNKAPTIDGGNPISVEENQDKSFKLESSITAMDVDTTADLRVQIDWSSSYATIKNSRR

LDMTNETIAREVKFLDVNSKGTSPTDYNNRSISIELEVNDNPIDPAPDYELFDSLYLSLTI
CR6
VIDLNTDEELMNNKDTSAIIVISIIDINDNTPYFVEKPDENRTVQENAVIGTSPGSIIATI

DLDVTDTVTYECKAIDPDADWLEVNRDTGVITVKDEINADIPPTFYFNYTCTASDNDMKH
CR7
TSLPLVVSFYIIDRNNRSPQINIDDKVHLLEQPDDGATVIDMREQILDQOQDRDVPFHTVTC

QF SNQCNDKFYIADNIIKVRKGTEIDRDTKERDFSCSITCMDNPSGWRGEPSLSNSTSLI

CRS8 P>
ITIVDDINNFTPVLDMPNFDCYENMSKDAEIHEIIGKDLDNGVNGTIDFKITSVINEETKE

DIVSAFFIHVDDNDYNLNESHKRAHLMASKDLRGYYGTYNITFLLSDRGTPKLSQSQWRI
FTIKRFNFASPQFVSPETENDRVRLMSIQTLDSPLLLYRSNDYLKNFEVMDDTNKTDCSK
WTMKFNITPIEPKNEATVFKLVODDNYKCSSQLOINREFDSDRVLNTWYQIQINAWIDEE
CR9 P>
RSENTDEASYFSNRNISLRFYDNIQOQPTFDYRSRHIKFVEGRSPOSIPLEKNATYEDNDD
TLKIFYFMVPGONETIERIFEVDODSGMVSVKEKRKEKFYYNFDKEFNFQIVASNYTQPTSS

CR10P>
NPDSYLNVIVEVLPANLHPPLWTREYFFGAIMPGFPSSTIVATAEATDADVIDKNNLLYS

INGTIERKGIGLEDLPSTDAFQIDSSTGNITLNFRVETTMSGYFSFMVCVRDHEDDYQNG
PNENCTKVYIFIITDDKTVAFRFYNNITDVQAKEVEMLEIVSEIVGIQAYRQTIENNKGS
NGEEESRAILYFINRTITEQQOQFLNAQLFQEDPVTAVDSRTILRIVSNVDTFSKLVIELRD
™ > CYT
KTOLILKSFPSTNTTQVNLEATLKAWLIGVSIVLGALCIALLITFILKIKRLNRRIEKLT
EKRFGSQESGLNRLGVSAPTTNKHATEGSNPVFNNYGIKKTKDMGDFDVRSTTSGDSDLTI

GVEENPEFDYSFDKKQDNNNMTTYL*
Figure 1. Séquence protéique de la cadhérine S. Les fléches indique le début de

domaines putatifs. SIG, peptide signal; CR, cadherin repeat; TM, domaine
transmembranaire; CY T, domaine cytoplasmique. Le TBR est surligné.
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L’analyse bioinformatique des différents domaines montre la présence de 10 CR
(Cadherin repeats) de 100 aa, d’une région transmembranaire et d’un signal peptide (Figure
1). 'alignement de séquences avec les autres cadhérines d’insectes révelent également la
présence d’une région présentant des homologies avec la région de fixation de la toxine
(TBR : Toxin Binding Region) (Figure 2).

T.molitor 1262 IQSSNADKLNLDALEETKFALTIQVVDONDESPVFDQTEYFT
T.castaneum 1263 IQOSSNKDTINANANEETKFQLTINVQODVNDELPVFDQKEYIS
D.virgifera 1294 IVASN-DSQVRMLDPRSSLNVTVNFLPRNRRAPQWKSTKFFG
C.tremulae 1308 IVASN-YTQPTSSNPDSYLNVIVEVLPANLHPPLWTREYFFG
B.mori 1320 IAASN-SPTGGIAL-TSTITITVNVREADPQ-PYFVRDLYTA
M.sexta 1321 VAASN-SPDGGIPLPASILTVTIVIVREADPR-PVFVRELYTA
H.armigera 1328 IGASD-TPNPAAVLOASTLTVTVNVREANPR-PVFQRALYTA
. ek o . . . . . * . .

Figure 2. Alignement du site putatif TBR de différentes cadhérines d’insectes.

1.3.2. Mutations et délétions détectées chez les individus résistants

La comparaison des séquences protéiques entre les individus sensibles et résistants a la
toxine révelent une délétion de 2 aa ainsi que des mutations et ce, dans le site putatif de
fixation de la toxine (Figure 3). Ces données doivent étre confirmées par le séquencage de
cette région chez un nombre significatif d’individus sensibles et résistants.

CadS 1285 SGMVSVKEKEKFYYNFDKEFNFQIVASNYTQPTSSNPDSYLNVIVEVLPAN PLWTRE 1345
CadR 1285 SGMVSVK--EIFYYNFDKEFNFQIVASNYTQPTSSNPDSYLNVIVEVLPAN PLWTRE 1343

Figure 3. Délétion et mutations dans le TBR du géne de la Cadhérine R

1.3.3. Niveau d’expression similaire chez les individus sensibles et résistants

Les expériences de PCR semi quantitative (qPCR) et de northern blots afin de voir s’il y avait
des différences de niveaux d’expression entre individus sensibles et résistants nont montré
aucune différence.

1.3.4. Synthése d’anticorps dirigés contre la cadhérine

Afin de pouvoir réaliser des expériences de binding (notamment a I'aide du Biacore) et de
détection de la cadhérine (western blots; histolocalisation ...) je me suis attachée a la
synthese d’anticorps. Jai réalisé deux constructions correspondant a 2 fragments de la
cadhérine (dont une correspondant a la région de fixation de la toxine) et la production de
ces deux protéines en E.coli a été réalisée. Un anticorps fonctionnel dirigé contre ces deux
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peptides a été réalisé qui permet la détection de la cadhérine de maniéere spécifique par
western blots.

1.3.5. Synthése de peptides correspondant au site de fixation de la toxine

Deux peptides correspondant au site de fixation de la toxine dans une cadhérine « sensible »
et une cadhérine « résistante » c’est a dire présentant la délétion et la mutation ont été
synthétisés et exprimés en bactéries. Ces peptides purifiés ont été utilisés en Biacore afin de
détecter des différences de binding attribuables a ces délétions/mutations.

1.3.6. ll y a 3 classes d’aminopeptidases chez C. tremulae

A partir de la banque d’ADNCc, 11 contigs uniques ayant des homologies de séquences avec
des APN d’insectes ont été détectées. Des expériences de RT-PCR ont permis de regrouper
ces différents contigs en 3 classes d’APN. La caractérisation moléculaire de ces 3 APN ainsi
qgue leur role potentiel dans la résistance a la toxine Cry3A ont été décrits dans une
publication (van Munster et al., 2011).

1.4 Perspectives

Les résultats moléculaires prometteurs sur le réle de la cadhérine dans la résistance
nécessitent une validation fonctionnelle. L'utilisation d'un appareil a Résonance
Plasmonique de Surface de type Biacore 3000 semble parfaitement appropriée. Cet appareil
disponible sur le Centre de Sophia-Antipolis permet la réalisation des expériences de liaison
entre la toxine purifiée greffée sur les chips de type CM5 et les protéines candidates
(cadhérine). Des essais préliminaires en utilisant le peptide synthétisé correspondant au site
de fixation de la cadhérine muté et non muté n’ont pas permis de conclure.

Articles associés

van Munster M., le Gleuher M., Pauchet Y., Augustin S., Courtin C., Amichot M., ffrench-Constant R.,
Pauron D. (2011). Molecular characterization of three genes encoding aminopeptidases N in the
poplar leaf beetle Chrysomela tremulae. Insect Molecular Biology 20(2), 267-278.
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DEUXIEME PARTIE

Facteurs moléculaires impliqués dans la
transmission du Cauliflower mosaic virus
(CaMV)
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En septembre 2010, suite a un souhait de mobilité, j’'ai rejoint I'équipe CaGeTE créée en
2004 lors de linstallation de FUMR "Biologie et Génétique des Interactions Plante-
Parasite" (BGPI) sur le site de Baillarguet a Montpellier et dirigée par Stéphane Blanc.

Deux champs scientifiques, intimement liés, sont au cceur de lI'ensemble des
programmes de recherche de I'équipe. D’une part I'étude des mécanismes moléculaires et
cellulaires impliqués dans la transmission des virus de plantes et, d’autre part la biologie des
virus multipartites. Le projet de recherche que nous avons proposé avec Stéphane Blanc en
2010 au Département SPE afin d’argumenter ma mobilité a été congu afin de permettre une
intégration rapide et une prise en main complete de la thématique, du modele biologique et
des techniques associées. Ainsi, ce premier projet portant sur I'apport de la biologie
structurale dans la compréhension de la transmission d’un virus de plante par un insecte
vecteur se positionnait a l'interface de deux programmes majeurs de |'équipe: 1)
comprendre comment dans une cellule végétale infectée le virus « réagit » a la présence de
son vecteur et se prépare immédiatement a I'acquisition (programme mené par M. Drucker)
et 2) identifier la ou les protéines réceptrices de virus non-circulants dans les stylets de
I'insecte vecteur (programme mené par M. Uzest).

1. Contexte

De maniere historique, I’équipe travaille sur le virus de la mosaique du choux-fleur ou
Cauliflower mosaic virus (CaMV). C'est un des modeéles viraux chez les plantes actuellement
le mieux caractérisé, et pour lequel de nombreux outils sont disponibles. Le CaMV,
archétype de la famille des Caulimoviridae infecte des plantes de la famille Brassicaceae.
C’est un virus dit non circulant, ie. qui reste retenu au niveau des pieces buccales ou du tube
digestif anterieur du vecteur, pendant que l'insecte se nourrit sur plante infectée, et qui sera
relargué directement depuis ces sites de rétention sans effectuer de passage a l'intérieur de
son hote.

Le génome a ADN double brin circulaire de 8000 pb est encapsidé dans une particule
icosahédrique dont la structure 3D a été résolue en collaboration avec le Centre de Biologie
Structurale (CBS, Montpellier) (Plisson et al., 2005). Parmi les six protéines virales produites
in planta, trois sont directement impliquées dans la transmission par puceron et forment le
« complexe transmissible ». Il s’agit de la protéine de capside P4, de la protéine virale P3 qui
décore la capside (Leh et al., 2001; Leh et al., 1999; Plisson et al., 2005), et de la protéine P2
qui établit le lien entre le récepteur chez I'insecte et les complexes P3-virions. Au sein d’une
cellule végétale infectée, toutes les protéines du CaMV sont d’abord synthétisées au niveau
d’inclusions particulieres, les usines virales, qui sont aussi le siege de la réplication du
génome viral et de I'encapsidation. Apres synthese, la totalité de la protéine P2 est exportée,
via le réseau de microtubules, dans un autre type d’inclusion nommé le Transmission Body
(TB) (Martiniere et al., 2009). Le TB est unique dans chaque cellule et contient aussi une
partie de la protéine P3, et quelques trés rares particules virales (Drucker et al., 2002; Khelifa
et al., 2007; Martiniére et al., 2009) (Figure 4). Les éléments du complexe transmissible sont
donc majoritairement séparés -95 % des P3-virions dans les usines virales, et 100 % de P2 co-
agrégés avec P3 dans le TB, ce qui pose logiquement la question de leur assemblage efficace
au moment du prélevement du contenu cellulaire par le puceron.
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Figure 4. Localisation différente de P2 et P3
dans des cellules du mésophylle (navet). (A)
vue générale d’une cellule du mésophylle
montrant des corps d’inclusion (IB) lucides
(el) et denses (ed). Le double marquage aux
billes d’or d’'un edIB (B) et d'un ellB (C)
montre que P2 (taille des billes d’or 30 nm)
est détecté uniquement dans les ellBs, tandis
que P3 (taille des billes d’or 10 nm) est
retrouvé dans les 2 types d’inclusion. Les
fleches indiquent les particules virales.
Echelle : 0.6 um (A) et 0.3 um (B et C).
D’aprés Khélifa et al. 2007.

Un modeéle d’acquisition séquentielle de ce complexe transmissible a été proposé
(Drucker et al., 2002), ou le TB se désintegre lors de I'ingestion par le puceron, libérant P2
qui sature alors les sites récepteurs dans les stylets (Figure 5). Lors de piqlres ultérieures,
des complexes P3-virions sont efficacement acquis a partir des usines virales, voire du
phloeme (Palacios et al., 2002).

Figure 5. Modele d’acquisition séquentielle du
CaMV par puceron sur une cellule infectée. (A)
dans la cellule infectée, les composants viraux
sont spatialement séparés. Lors de
I'introduction des stylets dans la cellule, il y a
relargage de la salive. (B) Aprés salivation le
puceron ingére le contenu cellulaire ainsi que
la protéine P2 libérée, et les corps d’inclusion.
(C) La protéine P2 se fixe sur les récepteurs
présents a la pointe de I'acrostyle. Le puceron
ainsi « P2 chargé » peut acquérir les P3:virions
de la méme cellule ou (D) lors d’'une ponction
dans une autre cellule. D’aprés Drucker et al.,
2002.

2. Role de la protéine P3 dans la transmission du CaMV

De maniére trés encourageante, I'étude structurale de la protéine P3-libre (non-
associée au virion) apporte des données tout a fait pertinentes, qui permettent
d’échafauder des hypothéses expliquant la désintégration du TB. Une étude
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cristallographique nous a procuré la structure 3D du domaine N-terminal de la protéine P3 a
2,6 A de résolution (PDB ID 3F6N ; (Hoh et al., 2010). Ce domaine N-terminal est responsable
des interactions avec P2 dans le complexe transmissible (Figure 6).

Figure 6. Domaines d’interaction des
protéines virales P2, P3 et de la
particule virale du CaMV. Les
domaines prédits pour former des
coiled-coils sont indiqués. N et C
indiquent les extrémités amino et
carboxy-terminales de chacune des
protéines. Les nombres indiquent les
Lhison31a o positions nucléotidiques. Les
/" protéine de capside parallélépipédes colorés indiquent les

P3 Iﬁ% interactions validées

Capside virale

100 159

(UUEI0  (WEHH0

v

bl s

5 biochimiquement et
3 N . . .

] P3 :-}c fonctionnellement. La fixation de la
% 1 3 60 1127129 protéine Helper P2 au niveau d’un

récepteur (R) sur le stylet maxillaire
est indiquée. D’aprés Uzest, 2009.

Dans les cristaux, le domaine N-terminal de P3 est organisé sous forme de tétramere
paralléle qui est « verrouillé » par un anneau de ponts disulfures interchaines (au travers du
motif CPC porté par chacune des molécules de P3). Comme cela a déja été décrit une fois
dans la littérature, nous proposons que le motif CPC puisse étre un « senseur » conférant a
P3 un r6le de capteur des changements du potentiel redox dans les conditions
environnantes. Ainsi, les ponts disulfures ne seraient pas formés dans le cytoplasme,
généralement réducteur, laissant les 4 molécules du tétramere de P3 dans une conformation
plus « ouverte », avec une plus grande surface d’échange pouvant interagir avec d’autres
molécules, comme P2 dans le TB. Suite a un stress - la piqre du puceron dans la cellule par
exemple - les conditions pourraient devenir subitement oxydantes. Le tétrameére de P3 serait
alors verrouillé par les ponts disulfures, les domaines d’interaction seraient masqués,
empéchant toute interaction avec P2 (ou autres partenaires), conduisant a la désintégration

du TB. La protéine P2 libérée recouvrerait sa capacité a interagir avec les microtubules sur
lesquels elle pourrait étre redistribuée.

Ce projet comportait donc deux objectifs complémentaires:
a. Travailler a I'amélioration de nos connaissances sur la structure du complexe
transmissible du CaMV. Notamment augmenter la résolution de notre modele 3D du

complexe P3-virion (Plisson et al., 2005), et acquérir des données structurales sur la protéine
P2.

b. Valider expérimentalement I’hypothése originale de P3 en tant que senseur-redox,
qui régulerait le fonctionnement du TB au moment précis de I'acquisition par puceron.
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2.1 Données structurales sur la protéine P2

Lorsque j’ai commencé ce projet il n’existait aucune donnée structurale détaillée de
la protéine P2 car cette protéine, dont I'oligomérisation de base semble étre un trimere
paralléle assemblé via un coiled-coil situé dans la moitié C-terminale (Hebrard et al., 2001),
engendre une polymérisation d’ordre supérieur qui la précipite et nous interdit des études
cristallographiques. L'obtention de données structurales sur le domaine N-terminal de P2
(aa 1-100) qui interagit spécifiquement avec le récepteur chez I'insecte vecteur est tres
importante, et je me suis donc attachée a obtenir une construction contenant le domaine N-
terminal de P2 correctement structuré et soluble.

2.1.1. Construction P2Nter-Foldon

Dans un premier temps j’ai tenté de remplacer la partie C-terminale de P2 par une séquence
hétérologue engendrant un trimére correspondant au domaine foldon de la fibritine du
bactériophage T4 (Meier et al., 2002). Cette stratégie a déja été utilisée avec succes afin de
stabiliser des domaines protéiques et permettre leur étude cristallographique
(Papanikolopoulou et al., 2004; Papanikolopoulou et al., 2008).

Un plasmide pT7-7 contenant la séquence du foldon (90 bp) a été utilisé afin d’y
insérer 300 nucléotides correspondant a la séquence N terminale de P2 (P2Nter).
Cependant, malgré de nombreux essais, je n’ai jamais réussi a obtenir le plasmide contenant
la construction P2Nter-foldon. Nous savons que P2 est hautement toxique pour les cellules
eucaryotes (Froissart et al., 2004) et bactériennes (S. Blanc, résultats non publiés) et il est
possible que cette construction partiellement structurée en trimére paralléle conserve cette
toxicité, faisant de cette approche une impasse.

2.1.2. Construction P2Nter-GFP

Devant cet échec et afin de vérifier si le probléme était d’ordre technique (le vecteur PT7-7-
foldon ne serait pas adapté au sous clonage de la protéine P2 ?) ou biologique (toxicité de la
protéine P2 lorsque celle ci est exprimée en bactéries) nous avons choisi une autre stratégie
consistant a exprimer P2Nter dans un vecteur pGFP, le but étant d’obtenir une protéine
fusion P2Nter-GFP. D’autre part, 'obtention d’une telle construction serait un outil essentiel
dans l'identification des séquences indispensables a I'accrochage de la protéine P2 sur les
stylets de I'insecte vecteur.

La construction P2Nter-GFP a été récemment obtenue et semble exprimée en
bactéries comme cela a été vérifiée par western blot. Cependant, des expériences de mise
au point afin d’optimiser la production de la protéine fusion (notamment en testant
différentes températures d’induction) sont en cours.

La prochaine étape sera donc d’utiliser cette protéine fusion en I’hybridant
directement sur les stylets et vérifier son accrochage spécifique comme cela a déja été
réalisé avec la protéine P2 entiére fusionnée a la GFP exprimée en cellules d’insectes (Uzest
et al., 2007). Ce travail est maintenant réalisé par M. Uzest dans le cadre de son travail sur
I'identification des récepteurs présents dans les stylets.
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2.1.3. Construction P2Nter-His tag

Afin de purifier facilement le peptide P2Nter en vue d’études cristallographiques j’ai réalisé
la construction d’'une nouvelle fusion dans laquelle la protéine GFP est remplacée par un tag
Histidine. Il sera ainsi facile de purifier cette protéine par chromatographie d’affinité sur
résine de nickel. Cependant les divers essais de production en bactéries se sont révélés
négatifs (peut étre toujours ce probleme de toxicité).

2.2. Validation du réle de P3 en tant que senseur-redox
2.2.1. Construction de protéines P3 mutantes et production

Afin de valider le role de « senseur » du motif CPC (aa 60-62) de P3, la séquence codant pour
P3 a été mutée dans ce motif (mutants SPC, SPS, CPS, et APA) et clonée dans le plasmide
pET3a. Ces mutants ont été exprimés en bactéries BL21 (E. coli) et un protocole de
purification des protéines P3 mutantes a été mis au point.

2.2.2. Analyse par dichroisme circulaire de P3wt et P3 mutant

La stabilité thermique du mutant P3-SPS a été comparée a celle de P3wt par des analyses de
dichroisme circulaire par nos collaborateurs du Centre de Biochimie Structurale (C. Dumas et
F. Hoh) afin de voir si I'absence du motif CPC entrainait une conformation moins stable, plus
« ouverte » du tétramere de P3. Contrairement aux prédictions issues de la structure 3D de
P3, les résultats obtenus ne semblent pas montrer de différence de conformation majeure
entre P3wt et P3-SPS.

2.2.3. Tests d’interaction P2-P3 mutants

Des expériences d’interaction par Biacore entre P2 et P3wt précédemment réalisés ont
démontré que le tétramére « verrouillé » de P3 n’avait plus aucune affinité pour P2 (Drucker
et al.,, 2002). J'ai donc réalisé des tests d’interaction afin de voir si P3 mutants « non-
verrouillables » conservent effectivement une affinité pour P2. Pour cela il a été nécessaire
de purifier la protéine HP2 (His-tag fusionné en N-ter) a partir du systeme
baculovirus/cellule d’insecte (BCl). La partie C-terminale de P2 (HP2Cter), qui interagit avec
P3, est quant a elle exprimée en systeme bactérien pET3a.

Apreés une « pré-purification » de HP2 et HP2Cter, ces protéines sont fixées sur résine
de nickel. La capacité d’interaction de P3wt ou P3 mutant avec P2 est réalisée par passage
sur colonne HP2 et HP2Cter. Les différents « flow-through », lavages et éluats sont
récupérés, déposés sur gel et la semi-quantification de P3 fixée/non fixée sur la résine est
estimée par western blot. Cependant, il n’a pas été possible de détecter des différences
d’interaction en utilisant cette technique qui puisse valider notre hypothese.

2.2.4. Tests de transmission a partir de virus P3 mutants

Des clones viraux mutants infectieux (Cabb B-JI-P3 mutants / vecteur pCA24) ont été
construits par la technique QuickChange (réalisé par M. Uzest) et inoculés a des plants de B.
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rapa. Les taux de transmission des CaMV-P3-mut ont été quantifiés relativement au
CaMVwt, permettant de vérifier si (comme prévu), P3 interrompt ses interactions au sein du
TB lors de I'acquisition pour en libérer ses différents composants et si ce phénomene est
nécessaire au succes ou a I'efficacité de la transmission.

Les expériences ont été réalisées sur deux espéces vectrices : Brevicoryne
brassicae et Myzus persicae avec un temps d’acquisition court (15-30 mns) ou long (3 h). Les
analyses statistiques concernant une acquisition courte montre une réduction du taux de
transmission significative dans le cas des doubles mutants (APA et SPS) lorsque I'espéce
vectrice est B. brassicae. Dans le cas de M. persicae les résultats n’ont pas été concluants, a
savoir que I'on n’a pas pu noter de différence significative dans la transmission entre le
CaMVwt ou CaMV mutants.

3. Recherche et identification de récepteurs du CaMV

3.1 La transmission par vecteur

Les virus de plantes ont développé de nombreuses stratégies afin d’optimiser leur
passage d’'un hbéte malade vers un nouvel hote sain. Du fait de leur comportement
alimentaire tres particulier, explorant et échantillonnant différents tissus végétaux
(épiderme, mésophylle, et tissus vasculaires) les pucerons sont de loin les vecteurs de virus
les plus performants, transmettant plus de 30 % especes de virus de plantes décrites a ce
jour (Hogenhout et al., 2008). Trois mécanismes d’interaction virus-puceron ont été défini
sur des criteres de localisation du virus dans son insecte vecteur, et le temps de latence
nécessaire a |'infection d’une nouvelle plante par un insecte virulifére : la transmission non
circulante qui concerne la plupart des phytovirus comme le CaMV, la transmission circulante
multipliante et la transmission circulante non multipliante (Brault et al., 2010) (Figure 7).

Circulative Transmission: Aty Figure 7. lllustration des
Non-propagative & Propagative I ® . .
<% %o modes de transmission
@ - (circulant et non-circulant)
Gut cell .
— chez les virus de plantes
Aremoymp ]
: i transmis par puceron.
D’aprés Brault et al., 2010.
....... Yg
| [ Jr——— -
38 1 Helper strategy
= } yie

Non-Circulative Transmission:

Helper & Capsid strategies
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3.2 La transmission circulante

En ce qui concerne les phytovirus transmis selon le mode circulant les périodes
d’acquisition, de latence et d’inoculation sont de I'ordre de plusieurs jours. Le virus apres
ingestion par son vecteur et internalisé dans lintestin moyen (ou postérieur) via des
récepteurs localisés sur les cellules apicales du plasmalemme. L’'internalisation des virions
est suivi d’une transcytose sans réplication (ou avec réplication dans le cas des virus
multipliants e.g. Rhabdovirus). Le relargage des virions dans ’hémolymphe est suivi d’'une
internalisation dans les cellules des glandes salivaires selon un mécanisme de transcytose
équivalent a celui mis en jeu au niveau de lintestin moyen. Finalement, les virus sont
relargués dans le conduit salivaire afin d’infecter une nouvelle plante. A ce jour les
récepteurs cellulaires impliqués dans la transmission circulante sont loin d’étre caractérisés.
Mais, récemment, la caractérisation d’un récepteur de I'éphryne présent sur les membranes
intestinales et permettant l'internalisation du Turnip yellows virus et impliqué dans la
transmission du virus a été décrite (Mulot et al., 2018).

3.3 Déterminants moléculaires dans la transmission non circulante : le cas du CaMV

Dans ce mode de transmission, qui concerne la majorité des virus transmis par
puceron, Les étapes d’acquisition, de rétention et d’inoculation sont trés rapides (quelques
secondes a quelques minutes) et ne nécessite pas un passage a l'intérieur du corps du
vecteur.

Considérée longtemps comme non-spécifique et purement mécanique (Bradley and
Ganong, 1955), il est maintenant bien établi que la transmission non circulante implique en
réalité des interactions moléculaires virus-vecteur hautement spécifiques (Blanc et al.,
2014). Il existe deux stratégies virales : la stratégie « capside » et la stratégie « helper »
(Figure 7). Dans la stratégie « capside », le virus interagit directement avec le vecteur via sa
protéine de capside, tandis que dans la stratégie « helper » I'interaction virus-vecteur est
médiée par une protéine virale, nommeée helper.

Dans le cas du CaMV, la localisation précise de la zone de fixation du virus via la
protéine helper P2 dans les stylets, au niveau d’un organe spécifique I'acrostyle, a été mis en
évidence au laboratoire par I'’équipe de M. Uzest (Uzest et al., 2010; Uzest et al., 2007). Une
premiere caractérisation avait permis de déterminer la nature biochimique du récepteur du
CaMV : une/des protéine(s) non glycosylée(s) enchassée(s) dans la chitine formant la
cuticule des stylets (Uzest et al., 2010). Par la suite, de nombreux essais afin d’identifier et
caractériser plus avant ce/ces récepteur(s) se sont révélés infructueux.

3.4 L'outil bioinformatique a la rescousse, identification des protéines cuticulaires de
puceron

L'obtention des génomes de Acyrthosiphon pisum (en 2010) et Myzus persicae (en
2013) et disponibles sur la plateforme Aphidbase (http://bipaa.genouest.org/is/aphidbase/)
a permis de débloquer la situation. A. pisum et M. persicae sont deux pucerons vecteurs du
CaMV et a ce titre la disponibilité de leur génome particulierement intéressante. A partir
d’une banque de séquences peptidiques « téte spécifique » (données de K. Perry, Université
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de Cornell) j’ai réalisé des analyses bioinformatiques (recherche des protéines candidates,
design d’anticorps spécifiques...) qui ont participé a l'identification et la caractérisation de
deux protéines cuticulaires de type RR1. Ces protéines appartiennent a la famille des CPR
(protéines cuticulaires avec une séquence consensus Rebbers and Riddiford) qui
représentent la majorité des protéines cuticulaires décrites chez les arthropodes. Chez les
pucerons, selon la séquence RR, les protéines CPR sont divisées en sous groupes : RR-1, RR-2
et RR-3 (Willis, 2010). Ces deux protéines, présentes a la surface de l'acrostyle et trés
conservées chez toutes les especes de pucerons, ont été nommées Stylin-01 et Stylin-02
(Webster et al., 2018) (Figure 8). Des expériences complémentaires réalisées par I'équipe de
M. Uzest (test de compétition, RNAi) ont montré de maniére remarquable que Stylin-01 était
impliquée dans la transmission du CaMV (Webster et al., 2018). Cette étude qui représente
la premiere description des protéines cuticulaires des stylets de pucerons a permis de
caractériser Stylin-01 comme récepteur candidat potentiel du CaMV.

Anti-1-01 Anti-1-05 Anti-1-06 DRl Figure 8. Stylin-01 est présent dans
Chit. 5 min Chit. 5 min Chit. 5 min ,

I'acrostyle. (A) Immunomarquage de stylets
maxillaires non traités ou prétraités a la
chitinase (Chit) de M. persicae (haut) et A.
pisum (bas). La fluorescence est plus ou
moins intense selon I'anticorps utilisé et
visible a I'extrémité des stylets maxillaires
dans le canal commun (CC) et dans
'acrostyle. La fluorescence de I’anticorps
dirigé contre Stylin-01 est plus faible apres
un traitement chitinase. (C) Observations en
microscopie électronique a transmission
(TEM) de sections de la partie haute du
canal commun chez A. pisum (fleches grises
dans (B)). L'immunomarquage aux billes d’or
avec anti-Stylin-01 montre un marquage a la

SR surface de I'acrostyle. L’échelle représente
4 Sum dans toutes les images
- d’immunofluorescence, 100 nm sur I'image

en TEM, et 50 nm dans I'agrandissement.
D’aprés Webster et al., 2018.
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Un répertoire exhaustif des protéines cuticulaires présentes dans les stylets de A.
pisum a été également réalisé. De maniere tres intéressante certaines de ces protéines sont
localisées a la surface dans I'acrostyle, donc susceptibles de s’accrocher aux protéines virales
et représentent donc de bons récepteurs candidats pour d’autres virus non circulants
(Masson et al., in prep).

En paralléle de ce travail j’ai entamé une collaboration avec Denis Tagu et Fabrice
Legeai qui gerent la plateforme génomique Aphidbase sur laquelle sont déposés les
différents génomes de pucerons. Je me suis chargée d’annoter 'ensemble des protéines
cuticulaires de M. persicae et d’en faire I'analyse phylogénétique (Mathers et al., 2017). Je
suis également impliquée dans l'annotation des protéines cuticulaires du génome du
Phylloxera (Daktulosphaira vitifoliae) (Rispe et al., in prep) et de Aphis glycines (collaboration
R. Giordano, University of Illinois, EU).
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Aphidbase : Annotation des protéines cuticulaires de M. persicae, D. vitifolia et A. glycines.
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TROISIEME PARTIE

Stress et transmission : Le changement
climatique influe-il sur la capacité de
dispersion des virus phytopathogéenes ?
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1. Problématique et objectifs de mon projet de recherche

La présence du vecteur, et des phytophages en général, est percue par la plante
comme un stress (désigné comme un des stress biotiques de la plante pouvant inclure aussi
des pathogenes tels que les champignons, bactéries et virus), stress qui va entrainer
potentiellement I'induction d'une/plusieurs voies de signalisation/défense et permettre la
mise en place de réponses adéquates. Nombre de ces voies possiblement activées lors des
stress biotiques (dépolarisation membranaire, fluctuations calciques, production de formes
réactives de I'oxygene (ROS), déclenchement de la cascade de kinases (MAPK), facteurs de
transcription, signalisation hormonale etc...), sont au moins partiellement similaires avec
celles activées dans le cas de stress abiotiques (fortes variations des températures, élévation
de la teneur de I'air en CO,, stress hydrique, déficit en nutriments, forte salinité etc...).

1.1 Les virus de plante réagissent a leur environnement

Les études montrant la capacité des virus a percevoir et réagir a des changements de
leur environnement sont de plus en plus nombreuses. En particulier des travaux récents
montrent qu’ils réagissent a différents stress abiotiques imposés a la plante hote (blessure,
salinité élevée, haute température, CO, atmosphérique...), avec en particulier une altération
de la charge virale et de la virulence (Aguilar et al., 2015; Del Toro et al., 2015; Huang et al.,
2012; Nancarrow et al., 2014; Suntio and Makinen, 2012).

Dans le méme temps, au laboratoire, I'équipe de M. Drucker montrait I'incroyable
capacité du CaMV a percevoir et réagir a la présence du puceron vecteur sur la plante
infectée (Martiniere et al., 2013). Cette réaction du virus se traduit par une relocalisation
cellulaire trés rapide (de l'ordre de la milli seconde) du partenaire viral essentiel a la
transmission, la protéine P2. La finalité de cette relocalisation intracellulaire de P2 sur les
microtubules de la cellule infectée suite a un stress de type blessure ou CO, (Figure 9)
conduit a une optimisation de son acquisition et donc de sa transmission par le puceron
vecteur (Bak et al., 2013; Martiniere et al., 2013).

Figure 9. Projections
confocales de feuilles
d’A. thaliana GFP-TUA6
infectées par le CaMV.
Immunofluorescence
anti-P2 (rouge) et -
tubuline (vert) apres (A)
blessure et (B)
fumigation au CO,. (C)
Agrandissements des
sections dans l'image
correspondante, avec le
marquage de P2
(gauche), tubuline
(centre) et fusionné
(droite). Echelle = 10
um for G-H. D’aprés
Martiniere et al., 2013.
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Ce phénomene nommé ‘transmission activation” ou TA n’est pas unique au CaMV
(Drucker and Then, 2015). Le Turnip mosaic virus (TUMV ; Potyviridae), un autre virus non
circulant utilisant également la stratégie helper, voit sa transmission activée par les ROS et la
signalisation calcique (Berthelot et al., 2019). Dans ce cas, la protéine helper (HcPro)
essentielle a la transmission opére un changement de conformation (formations
d’oligoméres) qui lui permet de former des complexes viraux transmissibles (Berthelot et al.,
2019).

De par la similarité des réponses de la plante face a un stress donné (qu’il soit
biotique ou abiotique) il est tentant d'imaginer que certains virus puissent réagir de maniére
« erronée » a des stress abiotiques et y répondent de la méme maniere qu’ils répondraient a
leur insecte vecteur, en augmentant leur transmissibilité.

Ces hypotheses innovantes sur la capacité potentielle des virus de plantes a percevoir
des signaux de stress de la plante, et a y répondre en augmentant leur efficacité de
transmission ont été publiées dans un article de revue (Gutiérrez et al., 2013) et le projet
correspondant a été financé par le Département SPE lors des Appels a Projets 2013 et 2014.

1.2 Objectifs du projet

L'idée principale est d’étudier I'effet de différents stress biotiques et abiotiques
appliqués a des plantes infectées par des virus ayant des mode de transmission différents
afin de voir si il existe une modification du taux de transmission. Ces données sur la
transmission en fonction de I'état physiologique de la plante sont essentielles dans une
perspective prédictive sur I'écologie et I'épidémiologie des virus, en particulier dans un
contexte de changement global.

Abiotic e
stresses %“‘"’

Transmission rate

Optimum at
dynamic
equilibrium

qu':z B+ S)/(w+a+y)

Tolerance

Biotic i
stresses Virulence

.
b4
. _éx:é()"

Figure 10: Illustration du projet
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2. Essai d’applications de différents stress biotiques et abiotiques sur plantes
infectées

Nous avons démarré ce programme de recherche en testant différents protocoles de
stress sur des plantes de navets (Brassica rapa) infectés soit par le CaMV (souche BJ-1) soit
par le TuMV (souche UK-1). Le protocole de stress sur ces plantes dites ‘donneuses’ est suivi
de la réalisation d’un test de transmission par vecteur afin d’évaluer s’il y a ou pas altération
du taux de transmission par rapport a un groupe de plantes contrdéle n’ayant pas subi de
stress (Figure 11). Toutes les expériences sont réalisées en chambre climatique ou les
conditions de culture sont standardisées et contrbélées (humidité ambiante, luminosité et
température).

Acquisition Inoculation Figure 11. Protocole de transmission
(2mns) . ;o .
appliqué a I'ensemble des stress testés.

Plantes donneuses

CaMV/TuMV
contrdle 1 puceron/
lante receveuse
M. persicae P Plantes
> receveuses

S
“° non str
\ Plantes donneuses
CaMV/TuMV
/stressées |
/| Stresssalin | Symptémes
| Stress azote |
~ Stress puceron
Stress température.

2.1 Essais non concluants

L’application d’un stress édaphique salin (10 mM ou 30 mM), azote (NO3, 3 mM ou 6
mM ; avec des modalités de temps d’application court ou long), stress chaleur (plantes
placées a 32°C/28°C avec une modalité courte ou longue) sur des plantes infectées n’ont pas
été concluantes. Il n’a pas été possible de montrer une différence significative avec le
traitement contréle en terme de taux de transmission.

Nous avons également testé un stress biotique a savoir la présence d’une population
importante du vecteur (M. persicae) sur la plante infectée.

2.2 Essai concluant : le déficit hydrique
Les essais de déficit hydrique sévere appliquées aux plantes sources infectées ont
permis finalement de démarrer ce programme positivement. Les premieres données que

nous avons obtenues étaient prometteuses et nous avons donc poursuivi en nous focalisant
sur ce type de stress.
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2.2.1. Etablissement du déficit hydrique, mesures des traits de la plante.

Nous avons développé un protocole de déficit hydrique appliqué a la plante B. rapa
(Figure 12).

Figure 12. Protocole de déficit hydrique

Water soil content (g.g-" dry soil)
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Days of water-deprivation regime

appliqué aux plantes donneuses B. rapa
infectées par le CaMV ou le TuMV avant le
test de transmission. Le traitement WD
(déficit hydrique) est appliqué 2 semaines
post-inoculation et correspond a la date
des premiers symptébmes d’infection
systémique. L'apport en eau est totalement
arrété pendant 6 jours consécutifs. Au jour
6, la capacité du sol est alors partiellement
restaurée et ajustée 3 0.5 g H,0 g” de sol
sec par ajout de 50 ml d’eau/pot. Au 9ieme
jour de l'application du WD, 2h avant
I’'expérience de transmission, tous les pots
sont réhydratés et la capacité du sol
ajustée 3 0.4 g H,0 g' de sol sec pour
restaurer la turgescence des feuilles et leur
appétence pour les pucerons vecteurs.

2.2.2 Effet du stress hydrique sur les plantes

Afin de quantifier I'effet du stress appliqué plusieurs parametres physiologiques (surface
foliaire, vitesse d’apparition des feuilles, masses fraiche/séche, potentiel hydrique ...) ont été
mesureés.
Les différents traits de la plante sont significativement altérés (Figure 13) ce qui permet de
valider le protocole de stress que nous avons mis en place.
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Figure 13. Traits morpho-physiologiques
des plantes sources CaMV ou TuMV-B.
rapa en condition contréle (WW) ou de
déficit hydrique (WD). (a, e) potentiel
hydrique (W) de la feuille 8 (L8 ; ayant servi
a la transmission) en condition WW ou
WD. (b, f) Taille des feuilles L4, L6 et L8 en
fin de croissance. (c, g) temps moyen
d’apparition d’une nouvelle feuille. (d, h)
Masse séche foliaire totale (par groupe de
10 plants).
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2.2.3 Effet du déficit hydrique sur la transmission

De maniére reproductible nous observons une augmentation significative du taux de
transmission du TuMV et du CaMV lorsque les plants de navets sont en déficit hydrique
sévere. Cette augmentation est doublée dans le cas du TuMV et augmente de plus de 30 %
pour le CaMV (van Munster et al.,, 2017). Cette augmentation de la transmission n’est
cependant pas corrélée a une altération de la charge virale de ces deux virus non circulants
(van Munster et al., 2017).

Les mécanismes sous-tendant ces résultats ne sont pas a ce jour élucidés. Je
discuterai des différentes possibilités dans le Chapitre 5.2 ‘Compréhensions des mécanismes
impliqués’.

3. Effet du déficit hydrique sur la transmission d’un virus circulant

Au vu de ces résultats obtenus sur des virus non circulants, la question se posait si ce
phénomeéne était généralisable a I'ensemble des virus transmis par vecteur quel que soit le
mode de transmission. Pour cela j’ai utilisé un autre pathosysteme: le pathosysteme
Arabidopsis thaliana / Turnip yellows virus (TuYV). Il s’agit d’un virus circulant de la famille
des Luteoviridae (genre Polerovirus), limité au phloéme et infectant plusieurs espéces de
Brassicacea d’intérét économique (Juergens et al., 2010). Cependant chez Arabidopsis il
n’induit pas de symptomes visuels. Pour pouvoir donc réaliser nos expériences de
stress/transmission, nous avons utilisé une construction du TuYV (TuYV-SUL obtenue de V.
Ziegler-Graaf) induisant des symptomes de chlorose des nervures et transmis de maniére
similaire au TuYV sauvage (V. Ziegler-Graaf, communication personnelle).

3.1 Effet sur la transmission

De maniere opposée a ce que nous avions trouvé dans le cas des virus non circulants,
nous avons montré que le déficit hydrique appliqué a des plants sources d’A. thaliana
infectés par le TuYV entrainait une forte réduction de I'efficacité de transmission (Yvon et al.,
2017). Dans ce cas le taux de transmission est réduit de plus de la moitié : alors que le taux
de transmission est de approx. 70 % dans les plantes sources contréle cette efficacité chute
a approx. 32 % lorsque les plantes sources sont en déficit hydrique (Yvon et al., 2017).

' Joww Bwp A 0 e | Figure 14. (A) Transmission du TuYV-
°* 1 i SUL a partir de plants de A.
thaliana en condition contréle
(WW) ou de déficit hydrique (WD).
os | (B) Accumulation du TuYV-SUL
0a | b o = dans les plantes donneuses WW ou

P WD. (C) Accumulation du TuYV-SUL
dans les pucerons se nourrissant
- . sur plantes donneuses WW ou WD.
° : D’aprés Yvon et al., 2017.

0.8 1 a

Plant vRNA relaive sbundance

0.7 1

0.6 1

Proportion of infected test plants

38



3.2 Charge virale et comportement alimentaire

Dans ce cas le parametre explicatif majeur de cette altération du taux de
transmission semble étre une modification du comportement alimentaire du puceron
détectée via la charge virale. Cela est tout a fait logique car dans ce mode de transmission la
phase d’acquisition optimale (phase durant laquelle le puceron se nourrit donc sur la plante
stressée-ou pas) a une durée de 24 h (vs. 2 mns pour les virus non circulants étudiés). L'état
physiologique de la plante est donc primordial pour une bonne prise de nourriture, et de
virus, d’autant plus que celui ci est restreint au phloeme. Un potentiel hydrique trop bas en
particulier peut altérer cette prise de nourriture. Il a été montré par des expériences d'EPG
que les pucerons se nourrissaient davantage sur les vaisseaux du xyleme lorsque la plante
hote était en déficit hydrique (Vickers, 2011). L'absorption de la seve brute permet
d’équilibrer la pression osmotique due a I'augmentation de la concentration en sucres de la
seve élaborée et évite la déshydratation des pucerons (Pompon et al., 2010).

En effet a charge virale similaire dans les plantes sources stressées ou contrdle, la
guantité de virus acquis par le vecteur au bout de 24 h se nourrissant sur les plantes en
déficit hydrique est drastiquement réduite (correspondant a 10 % de la charge virale
détectée dans des pucerons se nourrissant sur les plantes contréles) (Yvon et al., 2017). En
conséquence, la faible accumulation virale détectée dans le vecteur semble étre la raison au
faible taux de transmission observé lorsque les plantes sont en déficit hydrique. (Figure 14).

Ces travaux pionniers m’ont permis d’entamer une collaboration solide avec Denis
Vile (INRA, LEPSE) spécialiste dans la réponse des plantes aux stress environnementaux et
responsable de l'outil de phénotypage haut-débit PHENOPSIS (INRA, Campus de La
Gaillarde, Montpellier).

Au travers de cette collaboration j’ai co-encadrée Sandy Bergeés tout d’abord durant
son stage M2 puis durant sa thése qu’elle soutiendra en décembre 2019.

39



4. Etude des interactions plante-virus chez A. thaliana infectée par le CaMV
lors d’un déficit hydrique

Au cours de son Master 2, Sandy a étudié la réponse de 9 génotypes d’A. thaliana
(sélectionnés pour leur tolérance contrastée au déficit hydrique (Vile et al.,, 2012)) a un
double stress: l'infection par le CaMV et I'application d’un déficit hydrique. Plusieurs
parameétres physiologiques de la plante ainsi que les traits viraux (charge virale, virulence,
vitesse d’apparition des symptomes et transmission) ont été mesurés.

4.1 Protocole expérimental
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Figure 15: (A) L'expérimentation a été menée dans PHENOPSIS un automate de culture,
qui est un outil de phénotypage haut-débit installé dans une chambre de culture ou les
conditions environnementales sont strictement contrélées (Granier et al., 2006). (B)
[llustration schématique du protocole expérimental réalisé. WW : condition irrigation
controle ; SWD : déficit hydrique sévere ; MS : masse seche des parties aériennes.

4.2 Résultats obtenus

Le phénomene que nous avions observé, a savoir I'augmentation significative du taux
de transmission du CaMV et du TuMV sur navet semble étre hote-dépendant. En effet dans
le cas des 9 accessions d’A. thaliana, les résultats sont plus contrastés et seules deux
accessions (Mr-0 et Sha) voient leur transmission accrue lorsque les plantes infectées sont
en déficit hydrique (Figure 16). Il est a noter que ces deux accessions font partie de celles qui
sont le plus sensible au déficit hydrique (Berges et al., 2018).
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wo Figure 16. (A) Transmission a
partir des 9 accessions d’A.
thaliana en condition controle
(WW) ou de déficit hydrique
(WD). (B) Photographies des
accessions en condition témoin
(mock-inoculé ; mock-WW) ou
Mr—0 Col-0 Ct—-1 Sha Cvi-0 Mt—0 Bay-0 Ler—1 Est—1 en condition infectée, controle
o coko W0 (CaMV-WW). Les accessions
‘ sont ordonnées suivant leur
tolérance au déficit hydrique, du
moins tolérant (Mr-0) au plus
tolérant (Est-1). D’aprés Bergés
et al., 2018.
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De plus nous avons montré dans cette étude que le déficit hydrique altérait la
relation : transmission/virulence. Alors que dans la condition contréle (bien irriguée) ces
deux parametres sont positivement corrélés (plus une accession est sensible au CaMV, plus
le taux de transmission est élevé), en cas de déficit hydrique cette relation semble inversée :
les génotypes les plus tolérants au CaMV deviennent alors de meilleures sources virales
(Bergés et al., 2018).

Ce travail « préparatoire » afin d’évaluer notamment sa faisabilité dans PHENOPSIS
(en terme de logistique : gestion du matériel végétal en haut-débit, de la capacité a utiliser
des souches virales dans un laboratoire d’écophysiologie..), couronné de succeés, a permis de
« passer a la vitesse supérieure » : enrichissement du nombre d’accessions naturelles, des
traits physiologiques mesurés ... (thése S. Bergés 2016-2019).

Désormais ce sont plus de 30 génotypes naturels d’A. thaliana qui sont testés quant a
leur réponse a un double stress : infection virale X déficit hydrique dans le but de répondre
aux questions :

- Quels sont les effets combinés d’une infection virale et d’un déficit hydrique
édaphique sur la croissance et le développement végétatif de la plante ?

- Quelles sont les conséquences d’un déficit hydrique sur les traits viraux ?

- Quelles sont les voies de signalisation de la plante pergues par le virus pour

optimiser sa transmission?

Collaborations
D. Vile (INRA, LEPSE, Montpellier), A. Fereres (ICS, Madrid), C. Vazquez-Rovere (INTA, Argentine), V.
Brault (INRA, UMR SvQV).
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5. Perspectives

5.1 Effet du déficit hydrique sur les plante receveuses : que se passe t’il au
niveau de la phase d’inoculation du virus en cas de déficit hydrique ?

Voici donc I'état des travaux a ce jour, et les perspectives a plus ou moins long terme
sont nombreuses. La capacité des virus non circulants a augmenter leur efficacité de
transmission de maniere dramatique lorsque la plante source est soumise a un déficit
hydrique est un résultat surprenant et plein de conséquences. Ce que cela implique a
I‘échelle du champ est potentiellement une augmentation des épidémies virales en cas
d’épisodes de secheresse, épisodes qui deviennent de plus en plus fréquents dans le
contexte de changement climatique.

Dans les études que j’ai présenté nous n’avons étudié que la phase d’acquisition du
virus, et |'effet de ce stress sur la phase d’inoculation reste inconnu.

Pourtant que se passe-t-il lorsque les plantes receveuses subissent elles aussi (ou ont subi)
un stress abiotique ? Est ce que le fait d’avoir subi un stress abiotique les rend plus
résistantes a l'infection ? Est ce qu’il y a une altération de l'inoculation virale ? Y a t’il une
altération du développement de I'infection ?

Ces questions sont particulierement pertinentes dans le cas des virus non circulants
ou la transmission par vecteur se fait sur de courtes distances et ou vraisemblablement la
plante receveuse se développe dans le méme environnement abiotique que la plante
donneuse.

5.1.1 Le priming, un mécanisme de défense de la plante

D’autres notions entrent alors en jeu tel que la notion de « priming ». Dans la nature
les plantes sont soumises a des stress multiples qu’ils soient de type abiotiques ou biotiques.
Ces stress peuvent étre simultanés ou séquentiels, ils peuvent engendrer des conséquences
différentes sur le développement physiologique de la plante qui les subi et ils peuvent aussi
avoir des effets combinatoires complexes.
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Par exemple I'application simultanée d’un stress abiotique (ex. déficit hydrique) et
d’un stress biotique (ex. une infection virale) peut entrainer un effet synergique délétére sur
la physiologie de la plante et une sensibilité accrue au pathogéne comme nous |'avons
montré dans Bergés et al., (2018). En revanche lorsque les stress ne sont pas simultanés
mais séquentiels, I'effet sur la plante peut s’avérer moins néfaste. On parlera alors de «
priming », un phénomeéne de mémoire des défenses de la plante faisant intervenir entre
autres la voie hormonale de I’ABA et les molécules signal ROS (Mauch-Mani et al., 2017). Le
priming permet ainsi a la plante de répondre plus rapidement et plus efficacement quand
elle est soumise a un stress subséquent qu’il soit biotique ou abiotique, la rendant ainsi plus
résistante, ou tolérante (Mauch-Mani et al.,, 2017). Le priming est divisé en trois phases
distinctes : la phase d’induction (correspondant au premier stress auquel la plante est
confronté), la phase défensive aprés exposition a un stress et le maintien dans le temps du
priming (Martinez-Medina et al., 2016). Ce maintien de la tolérance aux stress peut
également étre transgénérationnel (Luna et al., 2012).

5.1.2 Travaux préliminaires : B. rapa/CaMV

Nous avons démarré un double protocole de stress (déficit hydrique) sur des plantes
receveuses (B. rapa) afin d’estimer le taux d’inoculation par le CaMV et la dynamique
d’apparition des symptomes suite a des expériences de transmission par vecteur.

1.2.1. Mise en place du protocole de déficit hydrique

Les teneurs en eau du sol correspondant a un traitement contréle et de déficit hydrique ont
été établi sur la base du de I'observation de I'état physiologique des plantules utilisées
comme plantes receveuses. Une teneur en eau de 3.3 g H,0 g'1 sol sec permet un
développement optimal et est donc retenu comme valeur du traitement contréle. Au bout
de 10 jours d’arrét total de l'irrigation les plantules présentent un retard de développement
significatif et une perte de turgescence des tissus foliaires. Cela correspond a une teneur en
eau de 0.6 g H,0 g"* sol sec (protocole de déficit hydrique).

1.2.2 Expériences de transmission
Des expériences de transmission en utilisant ces plantes receveuses (contréle ou en déficit
hydrique) sont réalisées afin d’évaluer 1/ I'’effet combiné du stress hydrique et de I'infection
virale soit 2/ I'effet séquentiel du stress hydrique puis de l'infection virale (notion de
priming). Cela fait I’objet d’un stage Master 1 (A. Heintz, Université de Toulouse, 2019).

Les résultats préliminaires que nous obtiendrons serviront de base a ce nouveau
volet que je développe.

5.1.3 Effet d’un déficit hydrique sur la phase d’inoculation chez A. thaliana

Les plantes donneuses (Arabidopsis thaliana accession Col-0) infectées soit par le
CaMV, soit par le TuMV seront cultivées dans PHENOPSIS en conditions contrdlées sans

déficit hydrique. Nous appliquerons deux protocoles de stress sur les plantes receveuses afin
d’évaluer soit 1) lI'effet combiné du stress hydrique et de linfection virale (manip
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transmission « stress ») soit, 2) I'effet séquentiel du stress hydrique puis de I'infection virale
(manip transmission « priming ») sur la transmission et le développement de I'infection. Il
est a noter que I'automate de phénotypage PHENOPSIS permettra en outre d’analyser les
effets du stress hydrique et de linfection virale sur la croissance, la physiologie et le
développement des plantes receveuses.

la voie de signalisation ABA ainsi que les ROS sont impliquées dans les réponses aux
stress abiotiques et dans les voies de défenses contre divers pathogenes dont les virus
(fermeture des stomates, dépo6t de callose au niveau des plasmodesmes, altération de la
voie du silencing antiviral) (Alazem and Lin, 2017). Des résultats préliminaires obtenus dans
le cadre d’un stage de Master 1 en 2018 (R. Dussaut) laissent supposer un réle de I’ABA dans
la transmission et ce au niveau de la phase d’acquisition du virus. En effet, lorsque I'on
utilise un mutant Col-0 pyr/pyl insensible a ’ABA en condition de déficit hydrique, le CaMV
est significativement moins bien acquis (et donc in fine moins bien transmis) que les mémes
plantes en condition bien irriguée. Dans cette méme expérience lorsque I'on utilise des
plantes Col-0 type sauvage il y a bien une augmentation significative de la transmission
lorsque les plantes infectées sont en déficit hydrique comme décrit dans van Munster et al.
(2017).

Nous allons donc utiliser différents mutants Col-0 affectés dans les voies de
signalisation de I’ABA ou des ROS comme plantes receveuses afin d’évaluer I'importance de
ces voies dans le processus de transmission du virus.

1) Dans un premier cas (manip transmission « stress ») les plantes receveuses en
déficit hydrique seront inoculées par le puceron Myzus persicae avec le virus acquis
préalablement sur les plantes donneuses. Dans ce cas la nous regardons donc |'effet
combiné du stress hydrique et du stress di au pathogene. Le taux de transmission sera
déterminé et la dynamique d’infection (apparition des symptémes, vitesse d’apparition des
symptomes, implantation de la systémie, quantification virale) évaluée dans les différents
génotypes testés. En parallele, plusieurs parameétres physiologiques (biomasse foliaire
fraiche et séche, surface foliaire, dynamique de croissance, nombre de feuilles de la rosette)
seront mesurés.

2) dans un deuxiéme cas (manip transmission « priming ») la transmission se fera sur
des plantes receveuses ayant ‘récupéré’ d’un déficit hydrique (phase de réhydratation
préalable a I'inoculation par puceron). Dans ce cas la ce sera I'effet du priming comme trait
adaptatif modulant les défenses de la plante dans des environnements changeants qui sera
étudié. L'état « primé» des plantes pourra étre confirmé grace a des marqueurs
moléculaires connus chez Arabidopsis : accumulation des protéines kinases MPK3 et MPK®6,
augmentation de I'expression de facteurs de transcription (ex. WRKYs et MY2) entre autres.
Les mémes parametres tels que décrits dans 1) seront mesurés.

Des plantes receveuses n’ayant subi aucun stress hydrique avant inoculation constitueront le
groupe controle ou « naif ». La comparaison des différents parametres mesurés dans 1) et 2)
avec ce groupe nous permettra de comparer I'efficacité des défenses de la plante contre le
virus selon que celle ci est primée ou pas (moins bonne transmission, systémie retardée ...).
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Par la suite afin d’avoir une idée globale sur I'effet d’'un double stress (déficit
hydrique et infection virale) sur la transmission (acquisition plus inoculation), des
expériences similaires a celles décrites ci-dessus seront réalisées en utilisant des plantes
donneuses également en stress hydrique.

5.2 Compréhension des mécanismes impliqués au niveau de la phase
d’acquisition lors d’un déficit hydrique

En parallele de ces expériences afin de détecter d’éventuelles altérations dans la
phase d’inoculation lors d’un stress, un autre volet important de mon projet consistera a
mettre en évidence les mécanismes impliqués dans la réactivité du CaMV et du TuMV lors de
la phase d’acquisition. Nous avons déja exploré quelques pistes.

5.2.1 Morphologie des cellules en déficit hydrique

Nous avons regardé si le protocole de stress hydrique sur navet (voir Figure 12)
affectait I'intégrité des cellules. Des coupes de navet infecté par le CaMV controle et en
stress hydrique ont été ainsi observés aprées fixation en microscopie électronique (réalisé par
D. Gargani). Nous n’avons pas observé de différence que ce soit au niveau des structures des
différents organelles ou des parois cellulaires selon les traitements hydriques. Au niveau de
I'infection par le CaMV, Les usines virales et des corps a transmission sont également
identiques quelque soit le traitement.

5.2.2 Comportement alimentaire

Une collaboration avec Alberto Fereres (ICA, Madrid) a été mise en place afin de
réaliser des expériences d’électropénétrographie (EPG, Tjallingii, 2006). Cette technique
permet de caractériser de maniere tres fine le passage des stylets du puceron a travers les
différents compartiments cellulaires de la plante hote. Les résultats obtenus au cours de
deux expériences indépendantes conduites sur des plantes saines, ou infectées par le CaMV,
controle et en déficit hydrique permettent d’écarter le réle d’une altération du
comportement alimentaire dans I'augmentation de la transmission.

5.2.3 Relocalisation cellulaire

La these privilégiée reste celle que nous avions émise, a savoir un mécanisme
cellulaire de relocalisation (pour le CaMV) ou de changement de conformation de la protéine
Helper du TuMV au travers de la perception des signaux de stress de la plante. Mais nous ne
I’avons pas encore clairement démontré.

Nous avons réalisé quelques expériences préliminaires d'immunomarquages (a-P2, o
-tubuline) et d’observations en microscopie confocale afin de détecter une relocalisation de
P2 sur les microtubules/formation de TA plus importante dans des navets CaMV-infectés et
en déficit hydrique comparé a des plantes non stressées. Dans ces expériences préliminaires
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nous n’avons pas observé de différence significative. Ces expériences demandent a étre
reproduites.

5.2.4 Priming et relocalisation cellulaire

A défaut d’observer ce phénomene de relocalisation « constitutif » dans les plantes
en déficit hydrique dans nos expériences préliminaires, nous avons émis I’"hypothese d’une
sorte de « priming » qui se traduirait par une « réactivité » plus grande des plantes en déficit
hydrique face a un stress ultérieur tel que la piglire du puceron. Le stress mécanique/ou
chimique (éliciteurs et/ou effecteurs dans la salive) provoque des réponses de la plante
(dépolarisation membranaire, flux calciques, production de ROS ...) qui est détecté par le
virus (pour revue Bak et al., 2013). Ainsi le passage des stylets dans les cellules de la plante
hote déclenche a proximité I’éclatement des TB et la relocalisation de P2 (Martiniere et al.,
2013). Lors du mouvement des stylets dans les tissus, un gel salivaire est sécrété qui
polymérise et forme des gaines salivaires qu’il est possible de suivre en microscopie a
fluorescence. Il est possible alors de voir les cellules infectées qui « réagissent » et déclenche
un TA (Martiniere et al., 2013).

En rajoutant un stress hydrique préliminaire a la piqlre du puceron, nous n’avons pas
vu de différence significative dans le déclenchement de I'activation de la transmission du
CaMV a proximité des gaines salivaires

De nouvelles expériences seront conduites afin de valider ou infirmer cette
hypothese.

5.2.5 Accumulation de P2 et HCPro

L'effet d’un stress abiotique peut modifier I'accumulation virale in planta, comme
cela a été montré dans le cas du Tobacco mosaic virus et du Potato virus A (Dorokhov et al.,
2012; Suntio and Makinen, 2012) et cette charge virale peut étre corrélée positivement a
I'efficacité de transmission (pour revue Froissart et al., 2010). Dans nos études, que ce soit
sur le pathosystéme B. rapa/CaMV ou TuMV ou le pathosystéme A. thaliana/CaMV nous
n’avons pas pu trouver de corrélation entre I'accumulation virale, mesurée par gPCR ou qRT-
PCR, et la transmission (Bergeés et al., 2018; van Munster et al., 2017).

Nous testerons plus spécifiguement I'accumulation des protéines P2 et HCPro par
gRT-PCR mais aussi par western blot grace a des anticorps spécifiques dans des plantes
stressées vs. non-stressées. En effet méme si nous ne voyons pas de différence au niveau
génomique il est possible que ces protéines directement impliquées dans la transmission
soient spécifiquement régulées lors du déficit hydrique.

5.3. Virus différant par leur stratégie de transmission

Jusqu’a présent nous avons testé des virus non circulants ayant une stratégie
impliquant un facteur assistant (P2 ou HCPro). Nous testerons le Cucumber mosaic virus
(CMV; Cucumovirus) qui a une stratégie dite ‘capside’, la particule virale se fixant
directement au niveau des stylets du puceron. La plante hote de ce virus étant la courgette
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(Cucurbita pepo, Curcubitaceae) il faudra tout d’abord mettre au point un protocole de
déficit hydrique adéquat.

La transmission du virus de la mosaique jaune de la courgette, Zucchini yellow mosaic
virus (ZYMV) un potyvirus (comme le TuMV) sera également testée sur la courgette.
Cela nous permettra de comparer les stratégies capside/ helper sur la méme plante hote
(réponses du virus face au stress hote-dépendant ?).

5.4. Utilisation de mutants A. thaliana impliqués dans les voies de
signalisation

Afin de décortiquer les voies de signalisation impliquées dans la perception et la
capacité des virus a augmenter leur transmission, nous utiliserons le large panel de mutants
d’A. thaliana altérés dans ces voies qui sont disponibles. Nous disposons déja de quelques
mutants affectés dans la voie de signalisation de I’ABA et des ROS.

1/Nous utiliserons un protocole de déficit hydrique sur des plants mutants infectés
par différents virus non circulants et réaliserons des tests de transmission afin de voir siil y a
toujours une augmentation de la transmission,

2/ De méme nous utiliserons ces mémes mutants pour analyser la deuxieme phase
de la transmission : la réponse de la plante stressée a I'inoculation. Les plantes receveuses
mutantes seront stressées et les résultats de transmission comparée a des plantes contrble
wt.

5.5. Elargissement a d’autres stress

Jenvisage également de tester d’autres types de stress résultant de pratiques
agriculturales tels que I'apport d’intrants (herbicides, engrais...) qui en modifiant le statut
physiologique des plantes cultivées ou adventices augmenterait la transmission de certains
virus.

Perspectives

A ce jour, les effets d’environnements perturbés sur la transmission virale sont tres peu
documentés. Nous avons, dans nos études précédentes commencé a décortiquer I'effet des
stress abiotiques (en I'occurrence un déficit hydrique) sur I'efficacité de la transmission.
Nous avons pu ainsi montrer que 'acquisition des virus non circulants était améliorée. Reste
a comprendre les mécanismes impliqués dans cette altération de I’efficacité de transmission.
De plus, en étudiant plus précisément la phase d’inoculation nous obtiendrons des données
complémentaires sur le processus de transmission. L'utilisation de deux protocoles de stress
(combiné ou séquentiel) visant a mettre en lumiere un mécanisme de priming pourraient
nous donner des résultats contrastés ou une application simultanée du stress hydrique et de
I'inoculation virale conduirait a une augmentation de la transmission (affaiblissement des
défenses de la plante conférée par le stress abiotique) tandis que cette transmission se
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verrait réduite lorsque les plantes auraient été préalablement « primées » par le déficit
hydrique (augmentation des défenses de la plante).

Que les résultats obtenus soient ceux attendus ou pas ils permettront de poser un
jalon supplémentaire sur la réalité de la transmission virale dans des environnements
changeants. lls permettront d’évaluer si 'augmentation de I'acquisition que nous avons
décrit précédemment impacte réellement le taux de transmission. Si nous observions une
réduction significative de la capacité d’inoculation dans les plantes ayant subi un stress
hydrigue, nous pourrions supposer que le taux de transmission soit inchangé en
comparaison avec des plantes n’ayant subi aucun stress. Dans ce cas les conséquences en
épidémiologie virale seraient faibles. En revanche, si cette capacité d’inoculation s’avérait
accrue voire inchangée comparée a des plantes n’ayant pas subi de déficit hydrique cela
pourrait entrainer des conséquences plus importantes pour I'épidémiologie virale dans un
environnement en mutation.

Conclusions générales

La transmission est essentielle pour maintenir la survie d’'un pathogene dans
I’environnement. Les virus ont développé de multiples stratégies de manipulation de la
plante hote ou de l'insecte vecteur afin d’optimiser cette phase essentielle de leur cycle de
vie (pour revue Gutiérrez et al., 2013). Enfin on sait désormais que le dialogue moléculaire
plante-vecteur (i.e. activation des voies de signalisation) peut étre intercepté par le virus et
utilisé a son avantage pour promouvoir sa transmission (Berthelot et al., 2019; Martiniere et
al., 2013).

Les virus, parasites obligatoires, sont de ce fait prisonniers de leur « habitat » et
vulnérables a une détérioration ou a la destruction de leur héte. Dans ce projet j'ai montré
que le statut physiologique de la plante (déficit hydrique) était un facteur activant de la
transmission virale. Au dela d’'une simple perception « erronée » des voies de signalisation
(présence du vecteur), il est possible que le virus mette en place un processus
« d’échappement ». Sentant sa plante héte « mal en point », le virus mettrait en place des
mécanismes pour accélérer/optimiser sa transmission. La capacité remarquable d’un
parasite a ressentir le danger dans lequel se trouve son hoOte et le mécanisme
d’échappement est un phénoméne qui a déja été décrit dans d’autres pathosystemes
(Ponton et al., 2006).

A cela s’ajoute une autre notion tres intéressante : les virus peuvent augmenter la
tolérance des plantes a un stress abiotique (température, hydrique, salin...) (Westwood et
al., 2013; Xu et al., 2008).

Cette caractéristique des virus semble étre tres répandue : le CaMV et le TuUMV permettent
également a des plants B. rapa de mieux survivre a un déficit hydrique séveére comme nous
avons pu le montrer (van Munster et al., 2017).

Peut on imaginer que dans des conditions adverses, comme une forte secheresse, les
virus aient développé des mécanismes de manipulation extrémement poussé afin de
maintenir leur hote en vie en attendant de pouvoir s’en échapper, et ce de maniere
beaucoup plus efficace que dans des conditions normales ?
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