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Abréviations

ARN : acide ribonucléique

ADN : acide désoxyribonucléique

BET : bromure d’éthidium

BSA : bovine serum albumine

CP : protéine de capside

DAS: double antibody sandwich

dNTP : désoxyribonucléotide triphosphate
DRT : domaine de readthrough

DO : densité optique

DTT : dithiothréitol

EC : écart-type

EDTA : acide éthylene diamine tétra acétique
ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay
g : gramme

GSA : glandes salivaires accessoires

GFP : green fluorescent protein

kb : kilobase

kDa : kilodalton

KO : knock-out

M : molaire

MES : acide morpholino-éthane-sulfonique
MET : microscopie électronique a transmission
MP : protéine de mouvement

Min : minute

NLS : nuclear localization signal

nt : nucléotides

ORF : open reading frame, phase ouverte de lecture
PAGE : électrophorése sur gel de polyacrylamide
Pb : paires de bases

pBin : plasmide binaire

PCR : polymerase chain reaction

PEG : polyéthyléne glycol

RNP : ribonucléoprotéique

Rpm : rotation par minute

RT : protéine de readthrough

SDS : sodium dodecyl sulfate

Sec : secondes

SSC : saline sodium citrate

UV : ultraviolet

VIGS : virus induced gene silencing

V:volt

Vol : volume

VPg : viral protein genome linked






Abréviations de virus

BYDV-PAV : Barley yellow dwarf virus
BMYV : Beet mild yellowing virus

BWYV : Beet western yellows virus

BYV : Beet yellows virus

CABYV : Cucurbit aphid-borne yellows virus
CaMV : Cauliflower mosaic virus

CMV : Cucumber mosaic virus

CNV : Cucumber necrosis virus

CPMV : Cowpea mosaic virus

CTV : Citrus tristeza virus

CuYV : Cucumber yellows virus

CYDV : Cereal yellow dwarf virus

DEN-2 : Virus de la dengue de type 2
FBNY : Faba bean necrotic yellows virus
HCV : Hepatitis C virus

LIYV : Lettuce infectious yellows virus
LNYV : Lettuce necrotic yellows virus
MABYV : Melon aphid-borne yellows virus
PEMV : Pea enation mosaic virus

PPV : Plum pox virus

PRLV : Potato leafroll virus

PVY : Potato virus Y

PYDV : Potato yellow dwarfvirus

RYMV : Rice yellow mottle virus

SbDV : Soybean dwarf virus

SCYLV : Sugarcane yellow leaf virus
SeMV : Sesbania mottle virus

TMV : Tobacco mosaic virus

TRV : Tobacco rattle virus

TuYV : Turnip yellows virus (précédemment BWYV-FL1)
TYMV : Turnip yellow mosaic virus

VIH : Virus de 'immunodéficience humaine
WNV : West Nile Virus

VV : Vaccinia virus

VZV : Varicella-zoster virus






Introduction Générale

Sébastien Revollon - Theése - 2009



Genre Espéce

Enamovirus

Pea enation mosaic virus-1 (PEMV-1)

Luteovirus

Barley yellow dwarf virus-MAV (BYDV-MAV)

Barley yellow dwarf virus-PAS (BYDV-PAS)
Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV)
Bean leafroll virus (BLRV)

Rose spring dwarf-associated virus (RSDaV)
Soybean dwarf virus (SbDV)

Polerovirus

Beet chlorosis virus (BChV)

Beet mild yellowing virus (BMYV)

Beet western yellows virus (BWYV)

Carrot red leaf virus (CtRLV)

Cereal yellow dwarf virus-RPS (CYDV-RPS)
Cereal yellow dwarf virus-RPV (CYDV-RPV)
Chickpea chlorotic stunt virus (CpCSV)
Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV)
Melon aphid-borne yellows virus (MABYV)
Potato leafroll virus (PLRV)

Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV)
Tobacco vein distorting virus (TVDV)
Turnip yellows virus (TuYV, anciennement BWYV-FL1)

Non classés

Barley yellow dwarf virus-GPV (BYDV-GPV)

Barley yellow dwarf virus-RMV (BYDV-RMV)
Barley yellow dwarf virus-SGV (BYDV-SGV)
Chickpea stunt disease associated virus (CpSDaV)
Groundnut rosette assistor virus (GRAV)
Indonesian soybean dwarf virus (ISDV)

Sweet potato leaf speckling virus (SPLSV)
Tobacco necrotic dwarf virus (TVDV)

Tableau 1 : Classification de la famille des Luteoviridae. D’aprés I'ICTV Virus Taxonomy
2009. En gras les membres types de chaque genre ; en rouge les polérovirus

fréquemment utilisés au laboratoire.

rosette

S E" .

Figure 1 : Particules virales du CABYV, de la famille
des Luteoviridae. Les particules présentent une
symétrie icosaédrique et leur diametre est
d’environ 25 nm (C. Reinbold). On observe sur ce
cliché des arrangements des virions en « rosettes »
caractéristiques du CABYV. La barre correspond a
100nm

Figure 2 : Restriction des Luteoviridae au tissu
phloémien. Immuno-marquage des protéines
structurales du TuYV sur une section transversale
des pétioles de N. clevelandii sur (A) une plante
saine et (B) une plante infectée. D’aprés Mutterer et
al.,, 1999.



I - Les Polérovirus

Les virus transmis par puceron qui sont étudiés au laboratoire sont le Cucurbit
aphid-borne yellows virus (CABYV) ou « virus de la jaunisse des cucurbitacées transmis
par puceron » et le Turnip yellows virus (TuYV) ou « virus de la jaunisse du navet » pré-
cédemment nommé Beet western yellows virus isolat FL1 (BWYV-FL1) ou « virus de la
jaunisse occidentale de la betterave » [Graichen et Rabenstein, 1996] Ces deux virus appartien-
nent au genre Polerovirus, famille des Luteoviridae. Les Luteoviridae ont comme caracté-
ristiques communes de former des particules virales icosaédriques d’'un diameétre com-
pris entre 25 et 30 nm (figure 1), un mode de transmission par puceron de type circu-
lant non-réplicatif, et une restriction aux cellules du phloeme dans la plante hote (figure

2).

Nous allons voir en détail les particularités de cette famille, en nous intéressant
plus spécifiquement au CABYV sur lequel a porté la majeure partie du travail de these.
Nous présenterons successivement les origines de sa découverte, les symptémes induits

sur les plantes hotes ainsi que certaines caractéristiques épidémiologiques.

A - Généralités

La famille des Luteoviridae (tableau 1) est définie sur la base des propriétés biolo-
giques des virus la composant qui partagent tous un mode de transmission par puceron
et sur les similarités de séquence de leurs protéines de capside. Ce type de classification
n’est pas usuel, les virus étant généralement classés selon leurs homologies au niveau de
la séquence des ARN polymérases. En ce qui concerne les membres de cette famille, les
séquences codant pour les polymérases sont a I'inverse fort divergentes. Trois genres
partageant des homologies de séquences (figure 3) y sont définis sur la base de la lon-
gueur de la séquence non codante, la présence ou l'absence de protéine VPg et la sé-

quence de la polymérase (figure 4).

Le genre Luteovirus (le nom du genre provient des jaunisses apparaissant sur les
plantes infectées ; en latin [uteo signifie jaune), dont le membre type est la souche PAV
du Barley yellow dwarf virus (BYDV-PAV), se caractérise par le fait que les protéines im-
pliquées dans la réplication (P1 et P1-P2) présentent une parenté phylogénétique avec

les protéines impliquées dans la réplication des Carmovirus suggérant des relations au
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Luteovirus

BYDV-PAV
BYDV-GAV
BYDV-MAV

CYDV-RPS

Polerovirus

CYDV-RPV

Enamovirus

Figure 3 : Arbre phylogénétique des virus appartenant a la famille des Luteoviridae.
Cet arbre a été réalisé a partir des séquences nucléotidiques des génomes complets
des virus. On observe la répartition des virus en trois clades correspondant aux
trois genres. L’échelle indique la longueur de la branche. D’apres Huang et al,

2005.
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niveau évolutif. La séquence non codante présente entre la 2éme phase ouverte de lecture
(ORF : Open Reading Frame) et la 3¢me est d'environ 100 nucléotides. D’autre part, au-
cune protéine VPg (genome-linked viral protein) se liant a I'extrémité 5' du génome viral
n'a pu étre mise en évidence, et la traduction de I’ARN génomique se fait tres probable-
ment par un mécanisme qui n'est pas lié a la présence d'une coiffe mais qui fait interve-
nir des éléments de traduction situés dans la partie 5 de la région non-codante [Kneller,

Rakotondrafara et al., 2006] ainsi que dans la partle 3’ du génome [Allen, Wang et al., 1999].

Dans le genre Polerovirus, le membre type est le Potato leafroll virus (PLRV) dont
est dérivé le nom de ce genre. Ce genre se distingue des Luteovirus par la présence d'une
ORFO0 en 5’ de leur génome et d'une protéine VPg liée |'extrémité 5' de I’ARN génomique.
Concernant les protéines impliquées dans la réplication, elles sont plus proches de celles
des Sobemovirus. La longueur de la séquence non codante entre les ORF2 et 3 est d'envi-

ron 200 nucléotides.

Enfin, le genre Enamovirus est le troisiéme genre de la famille, il est composé d’'un
seul membre : le Pea enation mosaic virus-1 (PEMV1) qui, lui aussi, a donné son nom a
ce genre. Comme pour les Polerovirus, le génome de ce virus code pour une protéine VPg
et posséde une ORFO en 5’. Cependant, il ne possede pas I'ORF4 qui code pour une pro-
téine de mouvement et son ORF5 est plus courte de 600 nucléotides par rapport a celle
des autres membres de cette famille. Le PEMV1 peut se multiplier dans des protoplastes
de cellules isolées, mais est incapable d'envahir la plante entiére. L'infection systémique
de la plante nécessite la présence du PEMV2, un Umbravirus, qui permet au PEMV1 d'in-
fecter les cellules du mésophylle et lui confere aussi la possibilité d'étre inoculé mécani-
quement. Le PEMV2 étant dépourvu de protéine de capside, il dépend du PEMV1 pour

son encapsidation et sa transmission par puceron.

B - Symptomatologie et épidémiologie du CABYV

Le CABYV a été décrit pour la premiére fois en 1992 [Lecoq, Bourdin et al, 1992] ' glors que
I'apparition d’'une nouvelle maladie causant des jaunisses sur les cultures de cucurbita-
cées en France avait déja été observée depuis 1988. Le virus était probablement présent
depuis plus longtemps dans les cultures, mais les symptomes ont été incorrectement
attribués a des déficiences en nutriments, a la sénescence des plants, ou bien a d’autres
virus, tel que le Lettuce infectious yellow virus (LIYV) ou le Cucumber yellows virus
(CuYV) qui induisent, eux aussi, des jaunisses mais sont transmis par aleurodes. Depuis,
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Figure 5 : Symptomes sur plantes infectées par le CABYV. Chez le melon on observe un
jaunissement et un épaississement des feuilles basales (A) et des nécroses des
feuilles basales sur les plantes plus agées (B). Champs de melons (C) et de
courgettes (D) infectés a prés de 100 % par le CABYV en Espagne. Chez la
courgette les symptomes du CABYV sont des jaunissements des feuilles basales
(E), et une réduction de la croissance (F) comparée a des plantes saines (sur la
droite). D’apres Kassem et al, 2007.



le virus a été détecté dans la majorité des pays producteurs de cucurbitacées : aux Etats-

Unis en Californie [Lemaire, Gubler et al, 1993] 'dans les pays du bassin méditerranéen (Italie [To-

massoli et Meneghini, 2007], en Espagne [Juarez, Truniger et al, 2004]’ en Turquie [Yardimci et Ozgonen, 2007]’ a
Chypre [Papayiannis, loannou et al, 2005]' en Greéce [Boubourakas, Avgelis et al, 2006]' en Tunisie [Mnari Hattab,

Kummert et al, 2005]' au Liban [Abou-Jawdah, Sobh et al, 1997]), ainsi qu'en Chine [Xiang, Shang et al, 2008]_ A

noter qu’'en Chine, une autre espece du genre Polerovirus infectant les cucurbitacées a
été trouvée en co-infection avec le CABYV : le Melon aphid-borne yellows virus (MABYV).
Deux especes de pucerons vectrices du CABYV ont été mises en évidence au cours de ces
études épidémiologiques [Lecoq, Bourdin et al, 1992] . Myzus persicae et Aphis gossypii. La
gamme d’hote du CABYV établie par Lecoq, montre qu'’il est capable d'infecter certaines
especes hotes pour le TuYV (Capsella bursa-pastoris, Montia perfoliata et Senecio vulga-
ris) a 'exception de celles appartenant a la famille des Solanaceae (Physalis floridana et
Nicotiana clevelandii) ou a celle des Leguminosae (Pisum sativum). Par contre, le CABYV
se multiplie chez quatre especes appartenant a la famille des Cucurbitaceae qui ne sont
pas infectées par le TuYV [Lecoq, Bourdin et al, 1992] Ay laboratoire, les plantes utilisées pour

multiplier le CABYV sont Arabidopsis thaliana, M. perfoliata et Cucumis sativus.

Les symptomes que produit le CABYV sur les cucurbitacées sont un jaunissement
des feuilles les plus agées (figure 5), sans atteinte des fruits, ce qui permet leur commer-
cialisation. Par contre, il est responsable d’un fort taux d’avortement des fleurs de cu-

curbitacées, conduisant a des pertes de rendement de I'ordre de 50 % [Lecoq, Bourdin et al,

1992]

Pour le moment, le principal moyen de lutte contre 'infection par le CABYV, est
l'utilisation de pesticides pour contrdler les populations de pucerons. Cette méthode,
peu respectueuse de I'environnement, comporte des effets négatifs tels que la sélection
de populations de pucerons résistantes. Chez le melon, deux types de résistance au CA-
BYV ont été mises en évidence : une résistance au virus lui-méme, gouvernée par deux
genes récessifs complémentaires : cab-1 et cab-2 (cucurbit aphid-borne yellows virus re-
sistance-1 et 2) qui n’ont pour l'instant pas été introgressés dans les variétés cultivées
[Dogimont, Bussemakers et al, 1997] » et une résistance a I'un de ses vecteurs, A. gossypii, gouvernée
par un seul gene dominant, le gene Vat [Lecoq, Cohenetal, 1979] 1,3 résistance a A. gossypii con-

férée par le géne Vat entraine une résistance élevée aux virus transmis selon le mode
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Figure 6 : Schématisation des principales étapes du mécanisme de I’ARN «silencing ».
L’ARN viral double brin (intermédiaire de réplication) est reconnu par Dicer qui
géneére des siRNA dont un brin est incorporé dans le complexe RISC qui guide la
dégradation spécifique de toute séquence d’ARN complémentaire. La protéine PO
suppresseur de I’ARN «silencing» des polérovirus agit en aval de Dicer au niveau
de la protéine AGO1 qui fait partie du complexe RISC. RDR : RNA-dependent
replicase ; RISC : RNA-induced gene silencing. D’apres Baulcombe et al., 2004



non persistant alors qu’elle n’induit qu’'un retard d’'une semaine dans le développement

de l'infection dans le cas du CABYYV [Lecog, Cohenetal, 1979],

C - Fonctions des protéines

Le génome du CABYV contient six phases ouvertes de lectures (figure 4), deux
phases supplémentaires (ORF 6 et ORF7 ) n’ayant été mises en évidence qu’ in silico [As-
houb, Rohde et al, 1998] [,es données sur la fonction des protéines codées par ces ORFs sont
restreintes concernant le CABYV. Ainsi, d’autres exemples portant sur des virus appar-
tenant au méme genre (Polerovirus) seront également cités pour décrire la fonction des

protéines virales.

1) La protéine PO : suppresseur de I’ARN «silencing »

La premieére phase de lecture chez les polérovirus, située a I'extrémité 5 du gé-
nome, code pour la protéine PO. Elle avait tout d’abord été caractérisée comme un fac-
teur de pathogénicité car, exprimée dans des plants de pomme de terre transgéniques, la
PO du PLRV produisait des symptomes semblables a ceux observés lors d’une infection
virale. Depuis, il a été montré qu’elle possede une activité de suppression de 'ARN « si-
lencing », systeme conservé a la fois chez les plantes et les animaux, pouvant agir comme
un mécanisme antiviral [Pfeffer, Dunoyer etal, 2002] 1’ARN « silencing », ou « RNA interférence »
chez les animaug, est un systéme universel chez les organismes multicellulaires [Baulcombe,
2004] qui permet de réduire spécifiquement l'expression des ARN au niveau post-
transcriptionnel par un processus complexe impliquant des petits ARN (figure 6). Parmi
ceux-ci, les « small interfering RNAs » (siRNA) de 21 a 24 nucléotides (nt) sont générés
par Dicer, une ribonucléase de type IlI, a partir d’ARN double brin. Un brin de ce siRNA
peut-étre incorporé dans un complexe RISC (RNA induced silencing complex) et sert de
guide pour la dégradation de d’ARN contenant une séquence complémentaire. Le com-

posant principal du complexe RISC est une protéine Argonaute (Ago).

La protéine PO du CABYV, comme celle du TuYV, contient un domaine « F-box-
like » nécessaire a I'activité de suppression de I’ARN « silencing ». Ce domaine permet-
trait a la protéine PO, via son interaction avec la protéine SKP1, de faire partie du com-
plexe SCF E3 ubiquitine ligase qui permet I'ubiquitination de substrat spécifique [Pazhou-
handeh, Dieterle et al, 2006], ] 3 été montré que les protéines PO agissent en déstabilisant la pro-

téine Argonautel (Ago1l) impliquée dans la voie de 'ARN « silencing » [Bortolamiol, Pazhouhan-
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deh et al, 2007], Cette déstabilisation de Agol n’est cependant pas due a une dégradation de
la protéine par le protéasome [Baumberger, Tsai et al, 2007] 'car |'inhibition de 'ARN « silencing »
est maintenue en présence d’inhibiteur du protéasome. Une propriété des protéines PO
du CABYV, du TuYV et du PLRV est leur capacité a supprimer I'’ARN « silencing » local
mais pas systémique. Cette particularité est due au fait que la protéine PO agit sur Ago1l
en aval de la protéine Dicer responsable de la production des siRNA qui peuvent se dé-
placer dans la plante et induire le « silencing » dans les cellules autres que celles infec-

tées par le virus.

2) P1etP1-P2:réplication

Le codon d’initiation de la protéine PO est situé dans un contexte défavorable, ce
qui conduit le ribosome a poursuivre la lecture du génome jusqu’a ’AUG suivant. Ce mé-
canisme nommé « leaky scanning », va permettre 'expression de 'ORF1. Nous décrirons
ensemble les protéines P1 et P1-P2 étant donné que la protéine P1-P2 résulte d'un mé-
canisme de décalage de la phase de lecture en -1 de I'ORF1 qui aboutit a la protéine de
fusion P1-P2. Le décalage de la phase de lecture a lieu au niveau d'une séquence consen-
sus du type XXXYYYZ (avec X=A,U,G,C; Y=A,U; Z=A,U,C) et est favorisé par la présence
en aval d’'une région fortement structurée dénommée « pseudo-nceud ». Les protéines
P1 et P1-P2 sont des polyprotéines intervenant dans la réplication du virus, qui contien-

nent plusieurs domaines fonctionnels.

a) Domaine protéase

Le premier domaine de 'ORF1 du PLRV correspond a une protéase a sérine, et le
motif protéase HX29.34[D/E]X62-63TXKGYSG (en gras les acides aminés composant le site
catalytique) est retrouvé chez tous les virus du genre Polerovirus. Ce domaine est res-
ponsable du clivage en trans de la de la partie C-terminale de la protéine P1 contenant le

domaine VPg.

b) Domaine VPg

La protéine VPg (viral protein genome linked), nécessaire pour la réplication vi-
rale, se lie a I'extrémité 5’ de 'ARN génomique. Chez le Rice yellow mottle virus (RYMV)
et le Sesbania mottle virus (SeMV), des sobémovirus, il a été montré que leurs VPg pos-

seédent des domaines intrinsequement désordonnés [Hebrard, Bessin et al, 2009], Ces domaines
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n’ont pas de structure tridimensionnelle unique en condition physiologique, mais exis-
tent sous un ensemble dynamique de conformations. Cette propriété permettrait a ces
protéines d’'interagir avec un grand nombre de partenaires de I'hote lors de la réplica-

tion virale.

¢) Domaine polymérase

Au niveau de la partie C-terminale de la protéine P1-P2 on trouve une séquence en
acides aminés (GX3TX3NX25.240GDD) présente dans toutes les séquences des ARN-
polymérases ARN-dépendantes. Le lieu exact de la réplication des polérovirus, ainsi que
celui des autres membres de cette famille, est encore inconnu. Cependant, comme chez
tous les virus possédant un génome a ARN simple brin positif [Ahlquist, Noueiry et al, 2003] ]e
complexe de réplication du Cereal yellow dwarf virus (CYDV, Polerovirus), comprenant
I’ARN-polymérase ARN-dépendante est lié a une membrane, qui n’a pas été caractérisée.
L’activité du complexe de réplication semble dépendante de la fixation a ces structures

membranaires.

d) Domaine hélicase

La présence de motifs caractéristiques d’'un domaine hélicase a été mise en évi-
dence chez les Luteoviridae [Habili et Symons, 1989] [ ’activité hélicase permet de dérouler
I’ARN quand il est sous la forme de duplex et de dissocier également les interactions

ARN-protéine.

3) P3: protéine majeure de capside

La protéine majeure de capside (CP) est exprimée a partir d'un ARN subgéno-
mique tout comme les protéines P4 et P5. La protéine P3 est nécessaire pour l'infection
systémique de la plante hote. Sa séquence est extrémement conservée chez tous les
membres de la famille des Luteoviridae (50 a 90 % d’identité entre les différents virus).
La protéine P3 est le composant majeur de la particule virale formée d’environ 180
sous-unités de CP selon une symétrie d’ordre T=3 (figure 7A). La partie N-terminale de
la protéine, riche en arginine, serait située dans la partie intérieure de la particule virale
et interagirait avec I’ARN viral (figure 7B). Dans cette région on trouve un signal de loca-
lisation nucléaire (NLS) qui est conservé sur toutes les séquences de CP des polérovirus.

Ce motif serait responsable de I'adressage préférentiel de la protéine de CP du PLRV au
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Figure 7 : (A) Structure icosaédrique des particules virales des Luteoviridae. (B) Domaines
fonctionnels de la protéine majeure de capside. On trouve le domaine R de liaison a
I’ARN et le domaine S qui constitue la partie structurale de la capside. NLS : signal
de localisation nucléaire. (C) Domaines fonctionnels de la protéine mineure de
capside. Le domaine « conservé » et le domaine « variable » ont été définis sur la
base des homologies de séquences de cette région entre les différents membres de
la famille des Luteoviridae.



niveau du nucléole [Haupt, Stroganova et al, 2005] Syr ]a séquence de la CP on trouve ensuite le
domaine S (shell) constitué de deux feuillets béta, chacun formé de quatre brins, agencés
en une structure en « jelly-roll » qui constitue la partie structurale de la protéine. A ce
jour, aucune structure cristallographique de la particule virale n’a été obtenue pour au-
cun des membres de la famille des Luteoviridae. Seuls les modeles structuraux du PLRV
[Terradot, Souchet et al, 2001] ot du BWYV [Brault, Bergdoll et al, 2003] créés sur la base d’homologies de

séquences avec des virus dont la structure est connue, sont disponibles.

La protéine CP joue aussi un role dans la transmission des virus par pucerons sur

lequel nous reviendrons dans le paragraphe Il - D - 1)

4) P4 :protéine de mouvement

Avant de présenter ce que nous savons du mouvement des Luteoviridae dans la
plante, nous présenterons brievement les connaissances actuelles sur le mouvement des
virus dans les plantes. Afin de générer une infection dans sa plante hote, un virus doit
envahir des endroits distants du point d'inoculation. Il existe deux formes de migration
des virus dans la plante : le mouvement a courte distance de cellule a cellule et le mou-
vement a longue distance via les vaisseaux conducteurs. Le mouvement a courte dis-
tance implique des protéines de mouvement virales ainsi que des composants de I'hote
[Carrington, Kasschau et al, 1996], Différents mécanismes ont été mis en évidence pour le mouve-
ment de cellule a cellule. Dans le cas du TMV, la protéine de mouvement (MP) interagit
avec les plasmodesmes pour augmenter leur taille limite d’exclusion [Wolf, Deom etal, 1989] et
interagit aussi avec 'ARN viral pour former un complexe ribonucléoprotéique (RNP)
[Citovsky et Zambryski, 1991] quj est véhiculé a travers les plasmodesmes. Pour d’autres virus, tel
que le CPMV, la MP forme des structures tubulaires a travers les plasmodesmes [van Lent,
Storms et al, 1991] pour permettre le passage de cellule a cellule du virus sous la forme de
virions. Chez plusieurs virus, il a été montré que les MP peuvent a la fois former des
structures tubulaires, mais aussi se lier 3 'ARN [Jansen, Wolfs et al, 1998; Canto et Palukaitis, 1999] ce
qui suggere que les mouvements de cellule a cellule sous la forme de complexes RNP ou
sous la forme de virions peuvent coexister, et que les virus peuvent utiliser les différents
mécanismes selon la plante hote ou le tissu ou ils se trouvent. Les mécanismes du mou-
vement a longue distance sont moins connus. On ne sait pas exactement comment le vi-
rus entre, se déplace et sort du systeme vasculaire. Cependant, la protéine de capside est

généralement essentielle pour ce type de mouvement des virus qui se déplacent sous
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forme de virions ou de complexes RNP. Lorsque la CP n’est pas strictement indispen-
sable pour l'infection systémique, le mouvement du virus est cependant ralentie ce qui
suggere l'implication d’autres protéines virales et cellulaires dans le mécanisme de
transport a longue distance [Scholthof, Scholthof et al, 1995] Jn cas particulier est celui des um-
bravirus qui ne possedent pas de CP et ne forment pas de particules virales convention-
nelles. La protéine codée par 'ORF3 est impliquée dans le mouvement a longue distance
de ces virus [Ryabov, Robinson et al, 1999] E]]e participe a la formation de complexes RNP avec

probablement I'intervention d'une protéine cellulaire, la fibrillarine [Kim, MacFarlane et al, 2007],

Le mouvement a courte distance des Luteoviridae se limite a un déplacement des
virions entre les cellules compagnes et les cellules du parenchyme phloémien alors que
le déplacement systémique du virus se fait via les cellules des tubes criblés. Des parti-
cules virales ont été observées dans les plasmodesmes connectant les cellules com-
pagnes aux tubes CI'ib]éS, ainsi que dans la séve [Mutterer, Stussi-Garaud et al,, 1999; Taliansky et Robinson,
2003], suggérant un transport a longue distance via les virions encapsidés. Une autre hy-
pothese serait que ces virus puissent également se déplacer dans les tissus systémiques

sous forme de complexes ribonucléoprotéiques comme cela a été montré chez les Um-

bravirus [Taliansky, Roberts et al,, 2003]

Chez les Luteoviridae, I'expression de la protéine de mouvement, résulte d’'un mé-
canisme de « leaky scanning » du ribosome sur I'’ARN subgénomique qui continue sa lec-
ture apres le premier AUG de 'ORF3. D’apres ses propriétés biochimiques et sa localisa-
tion subcellulaire, la protéine P4 serait une protéine de mouvement. A part chez le
PEMV1, ou elle est absente, la séquence de la protéine P4 est bien conservée chez les

autres Luteoviridae (42 a 90 % d’homologie).

La partie N-terminale de cette protéine, formée de trois hélices a, est responsable
de sa dimérisation du fait d’interaction protéine-protéine favorisée par cet agencement
[Tacke, Schmitz et al, 1993] De plus, la partie C-terminale chargée positivement, et formée de
feuillets (3, est capable d’interagir de maniéere non-spécifique avec I’ARN et '’ADN simple
brin. Cette protéine aurait donc potentiellement la possibilité de favoriser le mouvement
de complexes RNP. Il a également été mis en évidence, chez le PLRV, que cette protéine
était sous une forme majoritairement phosphorylée ; phosphorylation due a une kinase
présente au niveau de la membrane des plasmodesmes [Sokolova, Prifer et al, 1997] [,a phos-

phorylation de la protéine P4 pourrait jouer un role sur la localisation de la protéine P4
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au niveau des plasmodesmes ou bien sur son interaction avec ’ARN viral. La protéine P4
posséde également la propriété d’augmenter la taille limite d’exclusion des plasmo-
desmes des cellules du mésophylle qui peut alors passer d’une taille inférieure a 1 kDa a
12 kDa [Hofius, Herbers et al, 2001] Des études de localisation subcellulaire ont permis
d’observer cette protéine seulement au niveau des plasmodesmes branchés (présents
dans les feuilles sources) et non dans les plasmodesmes simples (présents dans les
feuilles puits) [Schmitz, Stussi-Garaud et al, 1997; Vogel, Hofius et al, 2007]  Cette protéine servirait donc
principalement a l'export des virions ou des complexes ribonucléoprotéiques des

feuilles sources vers les feuilles puits.

L’étude de mutants du PLRV [Lee, Palukaitis et al, 2002] n’exprimant pas cette protéine a
montré qu’elle était nécessaire pour l'initiation d’une infection systémique chez S. tube-
rosum et P. floridana, mais pas chez N. benthamiana et N. clevelandii o méme, en son
absence, une infection systémique de la plante est observée. Des études similaires ont
été faites avec le TuYV [Ziegler-Graff, Brault et al, 1996] pour lequel un mutant touché dans I'ORF4
est toujours capable d’infecter N. clevelandii, mais de facon moins efficace la laitue, un
hote pourtant naturel de ce virus. Ainsi, la protéine de mouvement P4 serait hote dé-

pendante.

5) P5: protéine de readthrough

La protéine P5 n’est pas exprimée en tant que telle mais sous la forme d’'une pro-
téine de fusion avec la CP grace a un mécanisme de translecture du codon stop de la pro-
téine P3. Cette protéine de fusion, également nommée protéine de « readthrough » (RT)
contient la CP dans sa partie N-terminale ce qui lui permet de s’enchasser dans la cap-
side (figure 7C). La partie C-terminale de la protéine de RT, appelée domaine de read-
through ou DRT, est, quant a elle exposée en surface des virions [Bahner, Lamb et al, 1990] e
nombre exact de protéines de RT dans les virions est inconnu mais est estimé a environ

10 %.

La partie juste en aval du codon stop de P3 est constituée d’'une queue de proline
(7 a 13 résidus) qui est suivie d'une séquence d’environ 200 acides aminés tres conser-
vée chez les Luteoviridae [Guilley, Wipf-Scheibel et al, 1994] Ce domaine contient des signaux im-

portants pour le mécanisme d’incorporation de la protéine P5 au niveau de la capside.
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D’autre part au niveau de la séquence nucléotidique on trouve deux motifs nécessaires a

I'induction du mécanisme de translecture.

La partie C-terminale du DRT est tres divergente chez les Luteoviridae. Cette partie
n’est pas strictement nécessaire pour 'infection systémique chez les plantes [Brault, Van den
Heuvel et al, 1995; Bruyeére, Brault et al, 1997] nj pour la transmission par puceron. Elle jouerait ce-
pendant un réle dans l'efficacité des deux mécanismes. Il a cependant été récemment
montré que la partie 3’terminale de la protéine de RT pourrait intervenir dans la restric-
tion du PLRV au phloeme [Peter, Gildow et al, 2009] [,3 partie N-terminale du DRT est, quant a
elle, tres conservée chez les Luteoviridae, impliquée dans le mouvement du virus dans la

plante et indispensable a la transmission du virus par les pucerons [Bruyére, Brault et al, 1997],

A noter que dans les purifications virales, on ne retrouve la protéine de RT que
sous une forme tronquée de 55 kDa, que I'on nomme la RT* et qui est dépourvue de la

partie C-terminale de la protéine de RT.

La protéine de RT joue donc un role crucial dans le mouvement du virus dans la
plante ainsi que dans la transmission par puceron. Nous verrons plus en détail son im-

plication dans ces deux mécanismes dans le paragraphe II-D - 1).

6) Autres protéines : Rap1, P6, P7

L’étude in silico des séquences génomiques des polérovirus suggere l'existence
des protéines P6 et P7 pour le PLRV et CABYV ou seulement de la P7 pour le BMYV et le
TuYV. Ces protéines seraient exprimées a partir d'un ARN subgénomique couvrant
I'extrémité 3’ de '’ARN viral [Ashoub, Rohde etal, 1998] Pey de données sont disponibles quant a
la fonction assurée par ces protéines. Il a seulement été montré, chez le PLRV, que la
protéine P7 a la capacité de se lier in vitro a ’ARN viral. Chez le PLRV, une autre protéine
(Rap 1) a également été identifiée dans la partie 5’ du génome, dans la séquence codant
pour la protéine P1 mais dans une autre phase de lecture. Cette protéine assurerait un

role de cofacteur indispensable pour la réplication du PLRV Uaag Kawchuket al,, 2003],

Dans le genre Luteovirus une ORF6 d’environ 150 nucléotides est également pré-
sente a l'extrémité 3’ du génome qui permet, a partir d'un ARN subgénomique,

I'expression d'une protéine P6 intervenant dans la réplication [Ashoub, Rohde et al, 1998],
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I - Les différents modes de transmission par hémip-
teres chez les virus de plantes

La majorité des virus de plantes est dépendante d’'un vecteur pour une dispersion
efficace de plante a plante. Bien qu'il existe une grande variété d’organismes vecteurs
(champignons, nématodes, arthropodes), les hémipteres, et plus particulierement les

pucerons, représentent les vecteurs transmettant la majorité des virus de plantes

(5 5 %) [Hogenhout, Ammar el et al., 2008]

A - Les différents modes de transmission

Le systeme de classification des mécanismes de transmission a été fortement mo-
difié au cours des 50 dernieres années, et la classification actuelle résulte de la synthese
de plusieurs systemes qui ont été revus et complétés par 'apport de nouvelles connais-
sances. Ainsi, I'une des premieres tentatives de classification proposée par Watson et
Roberts [Watson et Roberts, 1939] jntroduisit les notions de transmission « non-persistante »,
« semi-persistante » et « persistante » sur la base de critéres quantitatifs tels que la du-
rée d’acquisition et d’'inoculation du virus par le vecteur, ainsi que la durée de rétention
du virus dans le vecteur. Cependant, avec cette classification, le vecteur est une véritable
« boite noire » ou le virus entre et sort, sans savoir ce qui se passe exactement dans le
corps du vecteur. Ainsi, Kennedy [Kennedy, Day etal, 1962] pyjs Harris [Harris, 1977] ont proposé les
termes qualitatifs de transmission « circulante » et « non-circulante » selon que le virus
effectue un cycle passant par ’hémolymphe du vecteur ou non. Finalement, Nault [Nault
1997] a proposé une synthese de ces différents systemes pour décrire simultanément les
mécanismes de rétention et de transmission des virus de plantes transmis par les hé-

mipteres. Ainsi on distingue (voir tableau 2) :

La transmission non persistante
La transmission semi-persistante

La transmission persistante, circulante

el S

La transmission persistante, réplicative

Nous allons maintenant voir en détail ces différentes stratégies de transmission utilisées

par les différentes familles de virus de plantes.
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Caractéristiques de la

Type de transmission

transmission

. Semi- Persistante- Persistante-
Non-persistante . . 2 Fomeeif
persistante circulante réplicative
.. . Minutes-
Temps d'acquisistion Secondes-minutes Heures Heures
heures
Temps de rétention Minutes -heures Heures-jours Jours a vie Jours a vie
Passage transtadial Non Non Oui Oui
Virus dans I'hémolymphe Non Non Oui Oui
Durée de latence Non Non Heures Jours a semaines
Réplication Non Non Non Oui
Passage transovarien Non Non Non Episodique
Exemple CMV CaMV BWYV LNYV

Tableau 2 : Caractéristiques des différents types de transmission par hémiptéres.
D’apres Nault et al., 1997.



B - Transmission non persistante

Décrites comme étant de type « piqueur-suceur », les pieces buccales du puceron
permettent une acquisition efficace de la séve chez les plantes, mais sont aussi le lieu
d’acquisition et d’inoculation des virus de plantes. Dans le cas des virus transmis de ma-
niere non persistante, les stylets sont le lieu de rétention du virus. A ce jour, ce type de
transmission n’a été mis en évidence que chez les pucerons et pas chez d’autres vec-

teurs.

Lorsqu’ils sont en vol, les pucerons ne peuvent pas distinguer et identifier les
plantes hotes sur lesquels ils pourront se nourrir et se reproduire. De ce fait, des qu’ils
atterrissent sur une plante ils procedent a plusieurs « piqilires d’essais » qui durent de
quelques secondes a une minute. Ces piqlires d’essais se limitent principalement aux
cellules de I'épiderme et permettent au puceron de déterminer s’il est en présence ou
non d’une plante hote. Pendant une piqlire d’essai sur une plante déja infectée, les sty-
lets du puceron peuvent entrer en contact avec l'intérieur d'une cellule contenant des
virions. Ces virions retenus a I'extrémité distale des stylets peuvent ensuite étre trans-
mis a une plante non infectée lors de piqlires d’essais ultérieures. Ainsi, méme si la
plante ne convient pas au puceron, le mécanisme de transmission peut quand-méme
avoir lieu. Nous allons voir des exemples de virus utilisant ce mode de transmission et

dont les mécanismes intervenant dans la transmission sont connus.

1) Bromoviridae

Dans cette famille, nous nous intéresserons au Cucumber mosaic virus (CMV), le
membre type du genre Cucumovirus, dont les virions de type icosaédrique ont une taille
d’environ 30 nm et renferment un génome segmenté de 3 ARN simples brin de polarité
positive. Le CMV a été tres étudié et la transmission de ce virus par puceron utilise la
« stratégie capside ». Cette stratégie décrit le fait que les déterminants viraux néces-

saires a la transmission sont uniquement présents au niveau de la capside virale.

Afin de mettre en évidence les déterminants viraux du CMV impliqués dans la

transmission, plusieurs caractéristiques/propriétés de ce virus ont été utilisées :

e La disponibilité d’isolats naturels du CMV transmis de maniere efficace par pu-

ceron tel que le CMV-Q et le CMV-T, ainsi que 'occurrence de mutants sponta-
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nés non transmis par une ou plusieurs especes de puceron tel le CMV-6 et le

CMV-M

e La possibilité de réassembler les différents composés de I’ARN génomique
(FARN 1, 2 et 3) entre différents isolats du CMV pour former des « pseudo-

recombinants »

¢ La possibilité d’assembler in vitro des particules virales biologiquement ac-

tives et infectieuses a partir d’ARN et de protéines de capside libres.

L’utilisation d’inoculum composé de I’ARN 1 et 2 d’'une souche, et de ’ARN 3 d’une
autre souche, a montré que la transmission par puceron était sous le controle de ’ARN 3
qui code pour la protéine de capside [Mossop et Francki, 1977] D’autre part, des expériences
d’hétéro-encapsidation ou I'on a mélangé des protéines de capside d'une souche trans-
missible par puceron (CMV-T) avec 'ARN d’une souche faiblement transmissible (CMV-
6), ou bien l'inverse (CP du CMV-6 avec I’ARN du CMV-T), ont montré que le phénotype
de la transmission était dépendant de la souche dont est issue la protéine de capside [Gera
Loebenstein et al, 1979], D’autres expériences d’hétéro-encapsidation utilisant deux espéces de
Cucumovirus ont également été réalisées [Chen et Francki, 1990] qyec la souche CMV-M non
transmise par M. persicae, et le Tomato aspermy cucumovirus souche V (TAV-V) trans-
missible par M. persicae. Ainsi, seules les particules virales assemblées avec la protéine
de capside du TAV-V étaient transmissibles et non celles assemblées a partir de la CP du
CMV-V. De plus, les expériences de transmission a partir de virus purifié, ont montré que
le virus était toujours transmis par puceron [Pirone, 1964; Gera, Loebenstein et al, 1979], [ ’ensemble
de ces expériences montre que la transmissibilité du CMV est conférée par la protéine de

capside et qu'aucun autre facteur viral ou cellulaire n’est impliqué (figure 8).

Des expériences réalisées a partir de virus chimériques obtenus entre le CMV-M
non transmissible par A. gossypii et M. persicae, et la souche CMV-Fny transmissible par
les deux pucerons, ont identifié deux régions importantes pour la transmission par A.
gossypii [Perry, Zhang et al, 1994] qu niveau de la CP. Seuls trois acides aminés sont différents
dans ces régions entre les deux souches, et I'introduction de deux mutations ponctuelles
(leucineiz9 mutée en proline et thréonineiesz en alanine) dans le gene de la CP du CMV-M
permet la restauration de la transmissibilité par A. gossypii [Perry. Zhang et al, 1994] Jne étude
supplémentaire a montré que, pour restaurer la transmissibilité par M. persicae du CMV-

M, trois autres mutations ponctuelles dans la CP sont nécessaires [Perry, Zhang et al, 1998] Ceg
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Figure 8 : Les deux stratégies de transmission chez les virus non-circulants. (A) est un
agrandissement de la zone du stylet encadrée en bleu (B). Le virion du CMV
s’associe directement avec le récepteur localisé au niveau des stylets du puceron. Il
s’agit de la stratégie « capside », illustrée dans la partie droite de (A). La stratégie
« helper » quant a elle, nécessite un facteur viral supplémentaire, le
« helper component » (HC) ou facteur assistant de la transmission (FAT),
permettant la formation d’'un pont moléculaire entre le récepteur et la particule
virale. Dans ce schéma, cette stratégie est illustrée dans la partie gauche de (A) par
I'accrochage d’un virus appartenant a la famille des Potyviridae au récepteur via le
facteur assistant HC-Pro. D’apres Ng et Falk, 2006.



études suggerent que les sites d’attachement du virus dans les différents vecteurs sont
différents ou bien que la stabilité des particules virales peut étre différemment affectée
dans 'une ou l'autre espece de puceron vectrice. En effet, les acides aminés identifiés
sont soit en surface de la particule virale et donc potentiellement susceptibles
d’interagir avec les récepteurs présents chez le puceron, soit a I'intérieur de la particule

et interviendraient alors sur la stabilité des virions.

2) Potyviridae

Les membres de cette famille forment des particules virales filamenteuses et pos-
seédent un génome a ARN simple brin monopartite d’environ 10 kb qui code pour une
unique polyprotéine. La nécessité d'un facteur assistant pour la transmission (FAT) des
potyvirus (figure 8) a été démontrée par des expériences de complémentation. En effet,
la souche C du Potato virus Y (PVY-C) non transmissible par puceron, retrouvait sa
transmissibilité lorsque les pucerons étaient nourris au préalable sur une plante infectée
par une souche transmissible du PVY [Kassanis et Govier, 1971] ' [,orsque l'ordre d’acquisition
était inversé, la souche PVY-C n’était plus transmise. Ces premieres expériences suggé-
raient donc la présence dans les plantes infectées d’un facteur nécessaire a la transmis-
sion mais n’en identifiaient cependant pas sa nature. Il a fallu des expériences supplé-
mentaires [Govier, Kassanis et al., 1977; Thornbury, Hellmann et al.,, 1985; Maia, Haenni et al., 1996] pour montrer que
le FAT était un déterminant viral obtenu par deux clivages en cis de la polyprotéine libé-
rant ainsi une protéine d’environ 50 kDa. Cette protéine, dénommée HC-Pro (pour Hel-
per Component Protéinase), posséde une activité enzymatique qui est responsable de
son clivage. Cette protéine multifonctionnelle est impliquée dans la transmission par
puceron, mais intervient aussi dans I'amplification du génome [Kasschau, Cronin et al, 1997] ']e

mouvement a longue distance [Cronin, Verchot et al, 1995] et ]a suppression du mécanisme de

I’ARN « silencing y [Anandalakshmi, Pruss et al., 1998; Brigneti, Voinnet et al., 1998; Kasschau et Carrington, 1998]_

Les domaines spécifiques nécessaires a la transmission ont été identifiés a la fois
chez la protéine de capside et la protéine HC-Pro du PVY. La comparaison des séquences
de souches transmissibles ou non de PVY a mis en évidence une séquence fortement
conservee chez les isolats transmis au niveau de la protéine de capside : le triplet DAG
[Harrison, Robinson et al, 1988], Ce triplet, situé 10-15 acides aminés en aval de 'extrémité N-
terminale de la CP des potyvirus, peut interagir avec des composés de I'environnement

extérieur, car les extrémités N- et C-terminales de la CP sont a la surface de la particule
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virale [Allison, Dougherty et al, 1985; Shukla, Strike et al, 1988] TOUjOUI’S par comparaison de séquences
entre souches transmises ou non par puceron, deux autres séquences nécessaires a la
transmission ont été identifiées sur la protéine HC-Pro : il s’agit du motif KITC localisé
dans la partie N-terminale de la protéine qui interagirait avec le récepteur localisé sur
les stylets [Blanc, Ammar et al, 1998] et du motif PTK situé dans la partie centrale de la protéine
HC-Pro responsable de la fixation au triplet DAG de la CP [Peng Kadoury etal, 1998] Notons que
les séquences DAG, KITC et PTK ne sont pas conservées de maniere stricte chez les poty-

virus, mais correspondent aux séquences retrouvées le plus fréquemment.

C - Transmission semi-persistante

La différence entre le mode de transmission non-persistant et la transmission se-
mi-persistante est la durée de rétention du virus dans le puceron. Alors que pour la
transmission non-persistante elle est de quelques minutes, elle est de plusieurs heures
pour la transmission semi-persistante. De plus, ce mode de transmission est décrit pour
différent vecteurs : aleurode, puceron et cicadelle. Pour ce type de transmission, les deux
stratégies capside et facteur assistant de la transmission ont été mises en évidence (fi-

gure 8).

1) Caulimoviridae

Dans cette famille, le membre type est le Cauliflower mosaic virus (CaMV) qui
forme des particules icosaédriques d’environ 50 nm de diametre contenant un génome a
ADN double brin circulaire. Ce virus utilise aussi pour sa transmission une stratégie de
type FAT, mais plus complexe que celle décrite chez le PVY, puisque deux facteurs assis-

tants sont requis, en plus de la protéine de capside.

Les déterminants viraux et cellulaires impliqués dans la transmission ont été étu-
diés en détail chez le CaMV. Du c6té viral, un systéme a trois composants a été mis en
évidence : il comprend la protéine P2 de 18 kDa capable d’'interagir avec le récepteur du
puceron, la protéine P3 de 15 kDa qui est ancrée dans la particule virale, et enfin la pro-
téine P4 formant la capside [Prucker, Froissart et al, 2002] T3 protéine P2 interagit par sa partie
C-terminale avec le domaine N-terminal de la protéine P3 via une interaction de type
coiled-coil [Plisson, Uzest et al, 2005] g]ors que sa partie N-terminale reconnait le récepteur loca-
lisé a I'extrémité des stylets [Moreno, Hebrard et al, 2005], Quant a la partie C-terminale de la pro-

téine P3, elle est responsable de son association avec la particule virale [Leh Jacquotetal, 2001],
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Figure 9 : Localisation des sites d’attachement du FAT du CaMV (P2) dans les stylets
maxillaires du puceron. (A) Vue en lumiére transmise d'un stylet maxillaire du
puceron vecteur Acyrthosiphon pisum. On distingue le canal alimentaire (FC), le
canal salivaire (SC) et le canal commun (CD) a la pointe du stylet. (B) Les stylets
disséqués sont incubés avec la protéine recombinante P2::GFP. Cette protéine
s’associe spécifiquement a la pointe des stylets, dans le canal commun. D’aprés
Uzestetal., 2007.



Au niveau de la plante hote, les cellules infectées par le CaMV développent deux
types de corps d’inclusion : le corps dense (edIB : electron dense inclusion bodies, dans
lequel on retrouve 95 % des virions complexés a P3) et le corps clair (ellB : electron lu-
cent inclusion bodies), qui contient la totalité de la protéine P2 co-agrégée avec P3 et les
5 % restants des virions. Un modeéle d’acquisition séquentielle a été proposé par Drucker
et al [Drucker, Froissart et al, 2002] qui consiste a une premiere ingestion du contenu des corps
clairs qui en se dissociant hors contexte cellulaire entrainent I'accrochage de la protéine
P2 au niveau des stylets. Une deuxiéme ingestion soit d’'un corps dense dans la méme
cellule ou dans une autre, soient des virions présents dans les tubes criblés associés a P3
permet la reconstitution du complexe transmissible du CaMV. Il faut signaler que cette
acquisition séquentielle permet de complémenter des virus déficients pour la transmis-
sion puisque l'acquisition du FAT peut se faire dans une premiere plante infectée par un
virus transmissible alors que 'acquisition du complexe virion-P3 peut éventuellement

avoir lieu au niveau d’'une deuxieme plante infectée par un virus non transmissible.

Une étude récente a montré que le récepteur du CaMV était localisé dans la partie
distale des stylets oul les canaux alimentaire et salivaire se rejoignent en un seul canal
[Uzest, Gargani et al, 2007] (figure 9). Différents traitements enzymatiques de stylets disséqués
ont permis de montrer que le récepteur était de nature protéique et se trouvait enchassé

dans la couche de chitine recouvrant les stylets.

2) Closteroviridae

Le mode de transmission semi-persistant est également retrouvé chez les virus de
la famille des Closteroviridae, composée de trois genres : Closterovirus, Crinivirus et Am-
pelovirus. Les virus de cette famille forment des particules filamenteuses de 950 a 2200
nm de longueur et 10 a 13 nm de diametre, et possédent un génome a ARN simple brin
de polarité positive. Les virus du genre Closterovirus sont transmis par puceron ou par
cochenille, ceux du genre Crinivirus par aleurode et certains Ampelovirus par cochenille.
Dans le genre Closterovirus, on retrouve les virus Beet yellows closterovirus (BYV) et Ci-
trus tristeza closterovirus (CTV) dont la transmission par puceron et 'épidémiologie ont
été intensivement étudiées [Bar-Joseph, Marcuset al, 1989] [ es études sur le BYV ont montré qu'’il
peut étre retenu plusieurs jours chez son vecteur mais pas au-dela de la mue. Bien que le
BYV et le CTV ne soient pas transmissibles lorsqu'’ils sont acquis a partir de virus purifié,

la stratégie de transmission utilisée par ces virus (stratégie capside ou existence d’'un
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Figure 10 : Transport des virions de la famille des Luteoviridae dans les pucerons
vecteurs. Le transport des particules des Luteoviridae a travers les cellules
intestinales se fait soit au niveau de l'intestin moyen, soit au niveau de l'intestin
postérieur, soit au niveau des deux épithéliums. Dans I'hémolymphe les particules
virales se lient a la symbionine. GSA : glandes salivaires accessoires.

Hémolymphe
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Figure 11 : Schéma de la transcytose des virions au niveau de I'épithélium intestinal.
Les particules sont internalisées au niveau de la membrane plasmique apicale
(mpa) dans des puits a clathrine (pc). Ils se retrouvent ensuite dans des vésicules
recouvertes de clathrine (vc) qui fusionnent pour donner des vésicules tubulaires
(vt) ou des vésicules plus larges appelées endosomes (end). Les vésicules
tubulaires fusionnent avec la membrane plasmique basale (mpb) permettant ainsi
la libération des virions dans l'espace extracellulaire. Ceux-ci traversent ensuite la
lamelle basale (Ib) pour se retrouver dans 1’hémolymphe. Le mécanisme de
transport des virions au travers des cellules des GSA se fait par un mécanisme
identique opérant en sens inverse puisque les virions sont acheminés de la lamelle
basale jusqu’a la membrane plasmique apicale.



facteur assistant) ne peut étre établie seulement sur la base de ces données négatives.
En effet, une absence de transmission a partir de virus purifié peut également provenir
d’'une instabilité des virions liée a la méthode de purification non adaptée. Des expé-
riences supplémentaires sont donc nécessaires pour définir avec certitude la stratégie

de transmission de ces virus.

D - Transmission circulante non réplicative

Les virus transmis selon ce mode sont transportés au travers de différents épithéliums
dans le vecteur, mais ne s’y répliquent jamais. Les virions sont ingérés avec la seve phloé-
mienne lors de la prise de nourriture du vecteur puis traversent les cellules épithéliales de 1'in-
testin vers 1'hémocele (phase d'acquisition). Les particules virales diffusent ensuite dans I'hé-
molymphe jusqu'aux cellules des glandes salivaires accessoires (GSA) qu’elles traversent pour
se retrouver dans la salive du puceron puis dans la plante hote lors d'une nouvelle prise ali-

mentaire (phase d'inoculation) (figure 10).

1) Luteoviridae

Chez cette famille de virus, I'ingestion du virus commence avec la pénétration des
stylets dans les tissus du phloeme, suivie d’'une phase d’alimentation du puceron. Le pas-
sage du virus au niveau de l'intestin nécessite la reconnaissance des virions par des ré-
cepteurs spécifiques des cellules épithéliales du tube digestif. Le virus est transporté
activement par endocytose dans des vésicules a couverture de clathrine pour étre en-
suite relargué par exocytose dans I'hémocele du puceron (figure 11). Le méme méca-
nisme d’endocytose/exocytose via des récepteurs se produit en sens inverse pour le
passage de 'hémocele vers le canal salivaire des cellules des glandes salivaires acces-
soires. Il faut signaler qu’au cours de la transcytose, les virions se retrouvent toujours
dans des vésicules et jamais libres dans le cytoplasme [Gildow, 1999; Brault, Herrbach et al, 2007] ce
qui suggere, qu’a part pour 'étape de reconnaissance au niveau du récepteur externe de
la cellule, aucun contact direct ne s’établit avec les composés cytoplasmiques. La compa-
raison du transcriptome de pucerons viruliféeres ou non a récemment confirmé
qu’'aucune dérégulation majeure au niveau intestinal n’était induite par l'internalisation
du virus [Brault, Tanguy et al, 2010], Bjen que cette étude ne porte que sur 20 % de I’'ensemble

des genes du puceron [The International Aphid Genomics, 2010]  ceci suggeére que le virus emprunte
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une voie constitutive d’endocytose-exocytose [Tamborindeguy, 2010] sans perturber profon-

dément le métabolisme du puceron.

Une reconnaissance du virus au niveau de I'épithélium intestinal est le pré-requis
pour l'acquisition du virus, bien que cette barriere apparaisse moins sélective que celle
des GSA I[Gray et Gildow, 2003] En effet certains virus sont retrouvés dans I'hémolymphe de
pucerons non vecteurs [Gildow et Gray, 1993] Ay niveau des GSA, deux barrieres ont été mises
en évidence, celle de la lamelle basale, membrane entourant ces cellules et composée
principalement de collagene et de laminine, et celle de la membrane plasmique basale
[Gray et Gildow, 2003] ]] 3 également été montré que les virus appartenant a cette famille ont
un tropisme intestinal différent selon le virus considéré: Alors que les différentes
souches de BYDV, le CYDV et le SbDV, sont reconnues spécifiquement au niveau de
I'intestin postérieur, le PLRV et le TuYV sont internalisés dans les cellules de I'intestin
moyen. Le CABYV constitue un cas particulier puisqu’il traverse a la fois les cellules de

I'intestin moyen et postérieur [Reinbold, Herrbach et al, 2003],

Des analyses de mutagenése dirigée couplées a I'étude de la transmissibilité des
mutants et a leur localisation dans le puceron ont permis de dresser un schéma hypothé-
tique de I'internalisation des virus dans le vecteur. Alors que la protéine de RT n’est pas
strictement essentielle a la transcytose des cellules intestinales, elle intervient cepen-
dant dans 'efficacité du mécanisme [Chay, Gunasinge et al, 1996; Reinbold, Gildow et al, 2001] Des études
supplémentaires ont montré que seule la protéine de CP est nécessaire pour le passage
de la barriére intestinale [Gildow, Reavyetal, 2000] | T3 protéine de RT est cependant essentielle
pour le maintien du virus dans ’hémolymphe (probablement via sa liaison avec la sym-
bionine, voir plus loin) et est indispensable pour le passage des cellules des GSA [Van den
Heuvel, Bruyere et al, 1997] Certains acides aminés sur la protéine de RT, essentiels au passage
des cellules des GSA, ont été identifiés[Brault, Mutterer et al, 2000] [ ’utilisation de virus recom-
binants entre le TuYV et le CABYV, qui possedent des vecteurs et un tropisme intestinal
différents, ont permis de montrer que la protéine de RT controle la spécificité vectrice
ainsi que le tropisme intestinal [Brault, Perigon et al, 2005] D’autres études menées sur le SbDV
[Gildow, Damsteegt et al., 2000; Terauchi, Honda et al, 2003] gyec des souches transmises soit par Aulacor-
thum solani soit par Acyrthosiphon pisum montrent également que la spécificité vectrice

est controlée par la partie N-terminale de la protéine de RT.
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Ces études de mutagenese dirigée ont permis d’identifier des séquences spéci-
fiques en acides aminés au niveau de la protéine de CP et de RT intervenant probable-
ment dans la reconnaissance par les récepteurs dans le corps du puceron, bien

qu’aucune séquence consensus n’ait pu étre déduite de ces nombreux travaux Uolly et Mayo,

1994; Brault, Van den Heuvel et al, 1995; Chay, Gunasinge et al, 1996; Bruyere, Brault et al, 1997; Brault, Mutterer et al.,, 2000;

Papura, Jacquot et al., 2002; Brault, Bergdoll et al., 2003; Peter, Liang et al., 2008]_

Les pucerons, comme l'ensemble des hémipteres, hébergent des bactéries endo-
symbiotiques du genre Buchnera. Ces bactéries produisent de tres fortes quantités d'une
protéine nommée symbionine, homologue de la protéine chaperon GroEL d'Escherichia
coli [Baumann, Baumann et al, 1995] [] 3 été montré que les particules virales de différents Luteo-
viridae sont capables de se lier in vitro a la symbionine [van den Heuvel, Verbeek et al, 1994; Van den
Heuvel, Bruyere et al, 1997], En éliminant les endosymbiontes des pucerons par un traitement
antibiotique, une diminution de la transmissibilité des virus a été observée. Cependant,
ces résultats doivent étre interprétés avec précaution car la destruction des endosym-
biontes a certainement des effets dramatiques sur le métabolisme interne et la physiolo-
gie des pucerons. En étudiant I'affinité des virions de six espéces virales de la famille des
Luteoviridae [Van den Heuvel, Bruyere et al, 1997] gyec la symbionine provenant de pucerons vec-
teurs et non vecteurs, aucune corrélation entre la capacité de liaison a la symbionine et
la transmission n’a pu étre mise en évidence. Cela suggere que, si la symbionine joue un
role dans la transmission, elle n'intervient pas dans la spécificité du vecteur. Une analyse
de la capacité de liaison symbionine/virion testée in vitro avec une série de mutants vi-
raux contenant des délétions dans la RT, indique que la partie N-terminale du DRT con-
tient les déterminants de l'interaction protéique. Les virions qui ne contiennent pas la
protéine de RT ne se lient pas a la symbionine in vitro et persistent moins longtemps
dans 1'hémolymphe des pucerons que la souche sauvage de virus. L'ensemble de ces
études suggerent I'existence d'une interaction spécifique entre les virus de la famille des
Luteoviridae et les homologues de GroEL synthétisés par les bactéries endosymbio-
tiques. Cette interaction aurait une influence sur la stabilité des virions dans 1'hémo-

lymphe des pucerons.

2) Nanoviridae

La famille des Nanoviridae est composée de deux genres : les Nanovirus et les Ba-

buvirus. Les virus de cette famille forment des particules virales icosaédriques d'un dia-
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metre allant de 17 a 22 nm. Ces virus ont un génome a ADN segmenté (6 a 11 segments).
Les molécules d’ADN simple brin sont circulaires, d'une taille d’environ 1 kb et codent
généralement pour une seule protéine, dont les masses varient de 5 a 33 kDa. Ces virus

sont uniquement transmis par des pucerons.

Le virus type du genre Nanovirus est le Faba bean necrotic yellows virus (FBNYV).
Comme le FBNYV purifié n’est pas transmissible par puceron, I'implication d'un facteur
assistant a été suggérée. Des expériences de complémentation [Franz van der Wilk et al, 1999]
utilisant deux souches de virus, ont montré que le virus purifié était transmis par puce-
ron seulement si le puceron s’était nourri sur une plante infectée par I'autre souche de
FBNYV. A l'inverse de ce qui est connu pour les virus appartenant aux familles des Poty-
viridae et des Caulimoviridae, le FAT agirait au niveau de ’hémolymphe pour le passage
du virus vers les GSA du puceron. L’identification de ce FAT n’a depuis jamais été repor-

tée et son existence reste donc toujours hypothétique.

E - Transmission circulante réplicative

Dans le cas de la transmission circulante réplicative, le virus se réplique dans le
corps de son vecteur et tous les virus enveloppés de plantes sont transmis de cette ma-
niere. Ils appartiennent aux familles des Bunyaviridae, transmis par thrips, et des Rhab-

doviridae transmis par pucerons, cicadelles et fulgoriformes.

1) Rhabdoviridae

La famille des Rhabdoviridae est tres large, et les différents membres peuvent in-
fecter les vertébrés, les invertébrés ainsi que les plantes. Les virus infectant les plantes
sont regroupés dans les genres Nucleorhabdovirus et Cytorhabdovirus se différenciant
par leur localisation intracellulaire ou a lieu la morphogenése du virus. Ainsi, pour les
Cytorhabdovirus la maturation a lieu dans le cytoplasme de la cellule héte au niveau de
viroplasmes dans le réticulum endoplasmique, tandis que pour les Nucleorhabdovirus
elle a lieu dans le noyau. On assiste ensuite a un bourgeonnement de la membrane nu-
cléaire puis a une migration vers I'espace périplasmique de la cellule hote. La plupart de
ces virus ont une forme de type bacilliforme. Leur génome a ARN de polarité négative
est protégé par une nucléocapside formée par un assemblage de sous-unités de la pro-
téine de nucléocapside (N) entourée d’'une double couche lipidique. Dans cette mem-

brane lipidique sont enchassées la glycoprotéine (G) et la protéine de matrice (M) virale.
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Cette derniére interagit a la fois avec la protéine N et les composés viraux présents dans
la double couche lipidique. Deux autres protéines virales sont associées avec le génome
a ARN : la phosphoprotéine (P) et la protéine L (large) qui sont nécessaires a la synthese

des ARN viraux.

Apres ingestion par le vecteur, ces virus passent de lintestin moyen dans
I’'hémolymphe. De 13, ils peuvent atteindre un grand nombre de tissus de différents or-
ganes (cerveau, ganglions nerveux, ovaires, corps gras, muscles, glandes salivaires ac-
cessoires et principales) ou ils se répliquent. IIs sont transmis a une nouvelle plante hote
via la salive apres leur passage dans les glandes salivaires. D’autre part, certains de ces
virus, tel que le Lettuce necrotic yellows virus (LNYV) [Randles, 1983] ‘neuvent passer la bar-

riere transovarienne et peuvent, de ce fait, étre transmis a la descendance.

La glycoprotéine (G) semble avoir une fonction importante pour la reconnaissance
des virus par les récepteurs situés au niveau des cellules de I'insecte. En effet, dans le cas
du Potato yellow dwarf virus (PYDV), il a été montré que lorsque les particules virales
sont incubées avec des anticorps spécifiques de cette glycoprotéine, I'infectivité des cel-
lules d’insectes est réduite de maniere drastique, sans affecter I'infectivité du virus au
niveau de la plante [Gaedigk, Adam et al, 1986] ['étude de la protéine G du virus de la rage, un
Rhabdovirus infectant des vertébrés, a montré que la protéine G interagit avec un récep-
teur cellulaire ce qui permet 'attachement des particules virales a la cellule [Lafon, 2005],
Cette protéine initie ensuite la fusion entre la membrane du virus et la membrane de la
cellule hote [Gaudin, Tuffereau et al, 1999] ] 3 aussi été montré que la protéine G est un détermi-

nant de la spécificité d’hote et intervient dans la virulence [Pulmanausahakul, Li et al., 2008],

F - Protéines d’insectes impliquées dans les interactions virus-

vecteur

Récemment, des progres considérables ont été faits concernant l'identification des
protéines agissant comme récepteurs des virus dans le puceron mais ces avancées con-
cernent essentiellement le CaMV transmis de maniere non-circulante. Pour les autres
virus cependant, ce domaine de recherche reste encore a explorer et nombre de récep-

teurs de virus dans les vecteurs sont toujours inconnus.

Dans le cas du CaMV [Uzest, Gargani et al, 2007] ' des observations en microscopie électro-

nique montrent la présence de particules virales seulement au niveau du canal commun
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(lieu ou se rejoignent les canaux alimentaire et salivaire) des stylets de puceron. Les par-
ticules virales sont toujours associées a une zone particuliere de densification de la cuti-
cule, dont la fonction n’est pas connue a ce jour chez le puceron. Un test d’interaction in
vitro, réalisé sur stylets disséqués, a montré que la protéine P2 fusionnée a la GFP
s’attache spécifiquement au niveau du canal commun a 'extrémité distale des stylets
maxillaires et que cette interaction est strictement corrélée au succes de la transmission
(figure 9). En effet, un mutant non fonctionnel de la protéine P2 perd sa capacité a se
fixer sur le récepteur d'un puceron vecteur et la protéine P2 fonctionnelle est incapable
de s’attacher aux stylets d’'un puceron non vecteur. Les stylets ont ensuite été traités
avec différents agents chimiques ou enzymatiques avant d’étre incubés avec la protéine
de fusion P2-GFP, afin de déterminer la nature du récepteur. Ce récepteur serait une
protéine enfouie dans une matrice de chitine. Ces résultats apportent les premiéres
données formelles sur I'existence d'un récepteur protéique pour un virus non circulant,

a 'extrémité des stylets de son insecte vecteur.

Le Cereal yellow dwarf virus (CYDV-RPV), famille des Luteoviridae, est transmis
spécifiquement par 2 especes de puceron Rhopalosiphum padi et Schizaphis graminum.
L’étude de la descendance F2 de souches de S. graminum vectrices ou non du CYDV-RPV,
a mis en évidence que la transmission du virus est régulée par plusieurs genes, et que les
facteurs agissant au niveau de l'intestin et ceux agissant au niveau des GSA ne sont pas
génétiquement liés. Une analyse différentielle de gels 2D réalisée a partir du protéome
des souches non-vectrices et vectrices et de la descendance F2, a mis en évidence quatre
protéines du puceron impliquées dans la transmission du puceron (5S4, S8, S29 et S405)
[Yang, Thannhauser et al, 2008]) Ces quatre protéines co-immunoprécipitent avec les particules
virales du CYDV-RPV, ce qui indique qu’elles interagissent avec le virus. L’analyse par
spectrométrie de masse de ces protéines a identifié la protéine S4 comme une luciférase
et la protéine S29 comme une cyclophiline, les deux autres protéines n’ayant pas été
identifiées a partir des bases de données existantes. Cette approche couplant analyse
génétique et analyse protéomique a permis de mettre en évidence des protéines de pu-

ceron impliquées dans la transmission du CYDV.

Enfin chez le TuYV, les interactions entre les particules virales du virus et des pro-
téines du puceron ont été étudiées in vitro [Seddas, Boissinot et al, 2004] Ajnsi, par des expé-

riences de Far-western blot, il a été mis en évidence que 3 protéines de pucerons intera-
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gissaient avec les particules virales : Rack-1 (receptor for activated C kinase 1), GAPDH3
(glycéraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase) et I'actine. Rack-1 est une protéine multi-
fonctionnelle qui permet de réguler des récepteurs localisés a la surface des cellules ain-
si que des kinases intracellulaires [Choi, Young et al, 2003] GAPDH3 est une enzyme clé de la
glycolyse qui a également d’autres fonctions comme celle de réguler les mécanismes
d’endocytose et d’exocytose [Sirover, 19991 Enfin, I'actine, connue pour son role dans le
transport intracellulaire, joue un role tres important dans la formation des vésicules
d’endocytose identiques a celle qui vont transporter les virions au travers la cytoplasme
des cellules [Gottlieb, Ivanov et al, 1993], Ces trois protéines pourraient intervenir dans le pro-
cessus de transcytose des particules virales du TuYV mais ne représentent probable-
ment pas les récepteurs du virus dans le puceron. Une quatriéme protéine, d’origine en-
dosymbiotique, la symbionine, est également capable de se lier aux particules virales.
Elle permettrait une protection des virions dans ’hémolymphe ou faciliterait 'adressage

des particules virales vers les glandes salivaires accessoires du virus [van den Heuvel, Verbeek et

al, 1994; Van den Heuvel, Bruyere et al., 1997]_
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II1 - Roles des modifications post-traductionnelles chez
les virus

Les virus sont des parasites intracellulaires et ne peuvent se répliquer seuls. De ce
fait, ils sont obligés d’emprunter la machinerie cellulaire de ’h6te pour se répliquer et se
propager. De plus, du fait de la quantité limitée de genes présents dans le génome des
virus, les protéines virales exprimées a partir de ces genes assurent tres souvent diffé-
rentes fonctions au cours du cycle viral. Nous verrons, dans ce chapitre, que les virus
détournent la machinerie cellulaire responsable des modifications post-traductionnelles
a leur profit. IIs sont en effet susceptibles d’entrainer la modification de certaines pro-
téines de leur hote leur permettant d’'interagir avec ces dernieres ou encore de profiter
de cette modification post-traductionnelle pour moduler 'activité de leurs propres pro-
téines. En effet, ces modifications affectent largement les caractéristiques des protéines
en modulant par exemple leur activité enzymatique, leur durée de vie ou encore les inte-
ractions protéines-protéines. Ainsi, nous verrons que les protéines virales sont affectées
par la majorité des modifications post-traductionnelles existantes, permettant de con-
tréler certaines étapes du cycle viral via I'interaction avec les protéines de I'hote ou du

vecteur.

Les modifications post-traductionnelles sont des modifications chimiques ayant
lieu sur les protéines au cours ou apres la traduction. Généralement, il s’agit de 'une des
dernieres étapes dans la biosynthese des protéines. Il existe un tres grand nombre de
modifications post-traductionnelles parmi lesquelles : 'acétylation, I'alkylation, la mé-
thylation, la biotinylation, la glutamylation, la glycylation, la glycosylation,
I'isoprénylation (prénylation, myristoylation, farnésylation, géranyl-geranylation), la
lipoylation, la phosphorylation, la sulfation, la sélénation ... Cependant, nous ne verrons
en détail, que celles qui ont été les mieux caractérisées chez les virus animaux et végé-

taux.

A - La phosphorylation

La phosphorylation consiste en I'addition d'un groupement phosphate (PO4) a une
protéine, réaction catalysée par une protéine kinase. Cette réaction est réversible, la dé-

phosphorylation étant effectuée par une phosphatase. Chez les eucaryotes, la phospho-
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rylation des protéines est I'un des mécanismes de régulation le plus important et le plus
fréquent. De nombreux récepteurs et enzymes sont mis en position "active" ou "non-
active" par une phosphorylation ou une déphosphorylation. Elle est ainsi retrouvée dans
la plupart des processus cellulaires tels que le métabolisme, la croissance, la division, la
différentiation, le transport membranaire ou bien encore dans le trafic des organelles.
Chez 'homme, lors du séquencgage de I'ensemble du génome humain, 518 kinases ont été

identifiées, ce qui constitue 1,7 % de I'ensemble des genes [Manning Whyte et al, 2002],

La phosphorylation a lieu sur les chaines latérales des acides aminés comportant
un groupement hydroxyle tels que la sérine, la thréonine, la tyrosine, I'histidine ou

'acide aspartique.

1) Role dans la réplication virale

Dans le mécanisme de réplication des virus a ARN, la formation d’'un complexe de
réplication associé a des structures membranaires est nécessaire. Ces complexes impli-
quent des interactions fines entre I’ARN viral, les protéines virales et cellulaires, et les
lipides. Ces derniéres années, les connaissances sur les protéines virales impliquées
dans la réplication, ont fortement augmenté et ont en particulier montré que ces pro-
téines étaient tres souvent phosphorylées. En effet, la phosphorylation étant un phéno-
mene réversible, elle permet une régulation fine des interactions entre les protéines du

complexe et permet ainsi de réguler la réplication virale.

Un premier exemple de régulation de la réplication chez les virus est celui du virus
de la dengue de type 2 (DEN-2), membre de la famille des Flaviviridae. Chez ce virus, la
protéine NS5, qui comporte un domaine « RNA-dependent RNA polymerase » (RdRp),
peut se trouver sous deux formes : une forme légérement phosphorylée et une autre
hyperphosphorylée. Des expériences de co-immunoprécipiation [Kapoor, Zhang et al, 1995] gnt
montré que la protéine NS5 dans sa forme légerement phosphorylée interagit dans le
cytoplasme avec une autre protéine virale, la protéine NS3, qui contient notamment un
domaine hélicase intervenant dans la séparation des brins d’ARN lors de la réplication
virale. Cependant, sous sa forme hyperphosphorylée, la protéine NS5, est retrouvée dans
le noyau ou sa fonction est encore inconnue et ou la protéine NS3 est absente. Ainsi le
degré de phosphorylation de la protéine NS5 permet de réguler I'interaction avec la pro-

téine NS3. D’autres expériences de double-hybride dans la levure ont montré que la ré-
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gion de la protéine NS5 qui interagit avec la protéine NS3, est également capable de se
lier a une importine-f (récepteur d'import nucléaire), suggérant une compétition entre

ces deux protéines pour I'interaction avec NS5 Uohansson, Brooks et al, 2001],

La phosphorylation intervient également dans la régulation des interactions entre
les protéines virales et les protéines de I'h6te au niveau du complexe de réplication
comme c’est le cas de la protéine NS5A du virus de I'hépatite C (HCV), également membre
de la famille des Flaviviridae. La protéine NS5A est une sous-unité multifonctionnelle du
complexe de réplication, qui joue un role clef a la fois dans la réplication virale et dans la
modulation de la physiologie de la cellule hote en agissant sur plusieurs voies de signali-
sation intracellulaire dont la réponse a 'interféron, I'induction de I'apoptose ou encore
la régulation de la croissance cellulaire. Il existe deux formes phosphorylées de cette
protéine que l'on peut distinguer par leur profil de migration électrophorétique: la
forme a 56 kDa qui correspond a la fois a des protéines NS5A non-phosphorylées et des
protéines phosphorylées a un niveau basal, et d’autre part, la forme a 58 kDa qui n’est
constituée que de la protéine hyperphosphorylée. Cette hyperphosphorylation est hau-
tement régulée et dépend de I'expression d’autres protéines du HCV. De nombreuses
expériences telles que 'apparition de mutations spontanées au niveau des sites de
phosphorylation et I'apparition de mutations ponctuelles sur les résidus potentiellement
phosphorylés semblent démontrer que 1'état de phosphorylation de la protéine NS5A
permet de réguler la réplication du virus HCV. Dans tout les cas, les observations mon-
trent qu'une réduction de I'hyperphosphorylation de NS5A conduit a une augmentation
de la réplication en culture cellulaire. Une inhibition de la phosphorylation pourrait fa-
voriser l'interaction entre NS5A et hVAP-A (human vesicle-associated membrane pro-
tein-A), une protéine servant de point d’ancrage pour I'assemblage du complexe de ré-
plication viral dans la membrane. Il est intéressant de noter que la forme hyperphospho-
rylée de NS5A n’est cependant pas retrouvée dans le complexe de réplication purifié
suggérant que son action sur la réplication pourrait aussi étre indirecte. La phosphoryla-
tion de NS5A joue un réle important dans le cycle viral des virus des genres Hepacivirus

et Pestivirus appartenant également a la famille des Flaviviridae.

Un deuxieme exemple d’'intervention de la phosphorylation dans la réplication vi-
rale est rencontré chez le Cucumber mosaic virus (CMV), un virus de plante de la famille

des Bromoviridae. L'activité de la réplicase du CMV, la protéine 2a, est régulée par son
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état de phosphorylation. Des expériences de co-immunoprécipitaion et de double hy-
bride dans la levure, ont montré une interaction entre la protéine 2a et la protéine 1a
qui possede un domaine hélicase et dont une fonction supplémentaire est I'ajout d'une
coiffe a 'extrémité 5’ de I’ARN [Suzuki, Yoshida et al, 2003] [,3 phosphorylation in vitro de la pro-
téine 2a entraine une inhibition de I'interaction avec la protéine 1a [Kim, Palukaitis et al, 2002],
Etant donné que la protéine 2a n’est phosphorylée qu’'a un stade tardif du le cycle viral, il
a été suggéré que cette phosphorylation inhiberait la formation de nouveaux complexes
1la-2a, ou entrainerait le désassemblage des complexes préexistants, réduisant ainsi la
réplication du virus dans la cellule. Kim et al. [Kim, Palukaitis et al, 2002] gnt cependant proposé
que la protéine phosphorylée 2a, via son interaction avec des facteurs de I'hdte, puisse
intervenir dans d’autres étapes du cycle viral telles que le mouvement du virus dans la

plante, ou dans le court-circuitage de certaines réponses de défense de I'hote.

La réplicase du Turnip yellow mosaic virus (TYMV), membre de la famille des Ty-
moviridae est phosphorylée en contexte viral mais également lorsqu’elle est exprimée
seule [Jakubiec et Jupin, 2007] Deux sites potentiels de phosphorylation sont localisés dans la
partie N-terminale de la protéine dans une séquence PEST, pouvant induire la dégrada-
tion de la protéine. Le fait de mimer la phosphorylation de ces deux sites a un effet néga-
tif a la fois sur 'accumulation de la protéine 66K, mais aussi sur la réplication virale.
Ainsi la phosphorylation de ces sites permettrait de réguler le niveau d’accumulation de

cette protéine en activant les signaux PEST.

Le fait que la phosphorylation des protéines puisse réguler leur interaction avec
I’ARN est connu depuis longtemps mais cette hypothese a seulement été vérifiée plus
récemment dans le cas du Cucumber necrosis virus (CNV), de la famille des Tombusviri-
dae. La protéine p33 phosphorylée, présente dans le complexe de réplication, est impli-
quée dans la sélection du brin d’ARN matrice et son recrutement dans le complexe de
réplication. Les deux sites de phosphorylation de la protéine p33 sont situés pres du
domaine d’'interaction avec ’ARN. Des expériences de phosphorylation in vitro de la p33
ou l'introduction de mutations mimant la phosphorylation ont permis de montrer que
cette modification diminuait sa fixation a ’ARN viral [Shapka, Stork et al, 2005] [état de phos-
phorylation de la protéine p33 permet donc d’opérer un « switch » pendant le cycle de

réplication, conduisant a I'accrochage ou bien au relargage de I'’ARN viral.
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2) Role dans le mouvement

Les virus de plantes codent pour des protéines de mouvement (MP), qui inter-
viennent dans le mouvement de cellule a cellule des virus. Les protéines de mouvement
peuvent former un complexe ribonucléoprotéique (RNP) avec I'’ARN viral mais elles
peuvent également interagir avec des protéines de la plante hote pour augmenter la
taille d’exclusion des plasmodesmes et permettre le passage de complexes RNP ou éven-
tuellement des virions. L'implication d’'une modification post-traductionnelle dans la
régulation du mouvement de cellule a cellule a été mise en évidence pour la premiere
fois sur la protéine de mouvement du Tobacco mosaic virus (TMV), qui est phosphorylée
dans la plante hote [Watanabe, Ogawa et al, 1992] Depuis, la phosphorylation de protéine de
mouvement de virus du Tomato mosaic virus [Kawakami, Padgett et al, 1999] gy du PLRYV [Sokolova,

Priferetal, 1997] 3 également été mise en évidence

Les protéines de mouvement virales peuvent donc étre phosphorylées par des ki-
nases de plante, suggérant que cette modification post-traductionnelle jouerait un role
dans la régulation du mouvement des virus [Citovsky, McLean et al, 1993; Waigmann, Ueki et al, 2004],
Pour supporter cette hypothése, des expériences menées avec des protoplastes et des
cellules intactes, ont montré qu'un complexe MP-ARN viral n’était pas infectieux lors-
qu’il était introduit dans ces cellules qui ne possédent pas de plasmodesmes [Karpova, Ivanov
etal,1997] A I'inverse, l'inoculation de ce complexe dans des cellules localisées au niveau
des feuilles, et donc connectées par des plasmodesmes, conduit a une infection virale. De
plus, il a également été montré qu'aucun produit de traduction n'était produit quand ce
mélange MP-ARN viral était ajouté a un systeme de traduction in vitro. La phosphoryla-
tion de la protéine de mouvement du TMV contenu dans le complexe ribonucléopro-
téique induit la conversion de la forme non-traductible du complexe en une forme tra-
ductible et infectieuse dans les protoplastes et les tissus de plantes [Karpova Rodionova et al,
1999], Ces résultats sont consistants avec le fait que la protéine de mouvement du TMV
subit une phosphorylation lors de son passage a travers les plasmodesmes, cette modifi-
cation déstabiliserait le complexe RNP et permettrait au ribosome d'accéder a I'ARN vi-

ral.
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3) Formation de structures spécialisées

Chez le Vaccinia virus (VV), famille des Poxviridae, qui sont des virus enveloppés, il
a été montré que la protéine A36R était phosphorylée [Frischknecht, Moreau et al, 1999]
L’utilisation de virus mutés au niveau des sites potentiels de phosphorylation sur la sé-
quence de cette protéine a permis de mettre en évidence deux résidus tyrosine phos-
phorylés. La phosphorylation de ces résidus tyrosine permet une interaction avec la pro-
téine adaptatrice Nck8, qui interagit a son tour avec la protéine N-WASP, qui permet le
recrutement du complexe Arp2/3 intervenant dans le processus de nucléation de
'actine. Ce processus entraine la formation d’'une queue d’actine a la surface du virus,

qui permet ensuite au virus de se mouvoir dans la cellule héte.

B - La glycosylation

Deux types de glycosylation existent dans les cellules eucaryotes, elles se distin-
guent selon le type de liaison existant entre la protéine et le sucre ajouté. Si le résidu
glycosylé est lié a l'azote du groupement amide de l'asparagine, il s’agit de N-
glycosylation, alors que s’il est lié a 'oxygene du groupement hydroxyle d’'une sérine ou
d’une thréonine (plus rarement d'une tyrosine, d’'une hydroxyproline ou d’'une hydroxy-

lysine), c’est une O-glycosylation.

La N-glycosylation a lieu cotraductionnellement au niveau du réticulum endo-
plasmique. Elle débute par 'ajout d'un oligosaccharide précurseur (GlcsManoGlcNAc?)
sur une asparagine présente au sein d’'une séquence consensus : N-X-S/T (ou X peut étre
n'importe quel acide aminé excepté la proline). Ensuite, lorsque la protéine se déplace
du réticulum endoplasmique vers I'appareil de Golgi, I'oligosaccharide précurseur, ac-
cessible aux glycosidases et glycosyltransférases, va subir plusieurs modifications con-
duisant a la formation de glycanes oligomannosidiques (glycanes constitués de
ManoeGIlcNAc; a MansGlcNAcz) puis de glycanes complexes (avec I'ajout de al-3-fucose,
B1-2xylose, ou bien d'une antenne terminale de type Lewis a (Gal/GlcNac/Fuc) (figure

12).

La mono-0-glycosylation qui peut se faire dans le cytoplasme ou dans le noyau,
doit étre distinguée des O-glycosylations complexes qui, ont lieu dans le réticulum en-
doplasmique et le Golgi. Cette O-glycosylation découverte en 1984 [Torres et Hart, 1984] ' cor-

respond a I'addition de N-acétyl glucosamine (GIcNAc) sur le résidu hydroxyle d’'une
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Figure 12: Voie de maturation des N-glycanes dans le systéme sécrétoire. (A) Structure
d’un glycane complexe de plante. (B) Maturation de l'oligosaccharide précurseur
(DPP) dans le réticulum endoplasmique puis dans I'appareil de Golgi. GCSI et II :
Glucosidases I et I ; GNTI et II : N-acetylglucosaminyltransferases I et II; Manl et II:
mannosidases 1 et I ; f1,2XylIT: B 1,2 xylosyltransferase; a1,3FucT: a 1,3 fucosyl-
transferase; (1,3GalT: B 1,3 galactosyltransferase; al,4FucT: al,4 fucosyl-
transferase, sont les enzymes responsables de la maturation des glycanes. D’aprés
Saint-Jore-Dupas et al., 2007.




sérine ou d'une thréonine. Cette modification réversible est catalysée par deux en-
zymes : la 0-GIcNAc transférase qui attache la N-acétyl-glucosamine a la protéine, et la
0-GIcNAc transférase qui 'enleve. Il n’existe pas de séquence consensus bien définie
pour les O-glycosylations cytoplasmiques, bien que plus de 50 % des sites connus pour
contenir cette modification aient un motif Pro-Val-Ser similaire a celui reconnu par cer-
taines kinases du type « proline directed kinase ». A ce jour, I'’ensemble des protéines
possédant ce type de glycosylation est aussi phosphorylé. Il a été suggéré [Hart, Greis et al,
1995] que cela permettrait une régulation plus fine de I'activité de ces protéines, puisque
un méme résidu sérine ou thréonine peut étre soit O-glycosylé, soit phosphorylé, les

deux modifications étant mutuellement exclusives (modele appelé Yin-Yang).

Les O-glycosylations qui ont lieu dans le réticulum endoplasmique et le Golgi sont
plus complexes et modifient de facon stable les protéines membranaires ou sécrétées. Il
existe plusieurs familles pour ce type de O-glycosylation, classées selon le premier sucre
de la chaine de glycane attaché a I'acide aminé de la protéine. La O-glycosylation de type
mucine, avec une N-acétyl-glucosamine a I'extrémité de la chaine de glycane, étant la
forme la plus fréquente chez les animaux. Comme pour la N-glycosylation, le glycane

ajouté peut ensuite étre maturé.

La glycosylation de particules virales a principalement été mise en évidence chez
les virus enveloppés, comme nous allons le voir. Dans le cas des virus non-enveloppés

seuls quelques exemples de glycosylation de particules virales ont été démontrés.

1) Glycosylation de protéines virales de virus enveloppés

Chez le Virus de I'immunodéficience humaine (VIH, famille des Retroviridae), la pro-
téine d’enveloppe gp120 est fortement N-glycosylée. Les glycanes présents a la surface
de la protéine gp120 joueraient un réle dans l'interaction avec le récepteur CD4. Les
premiéres études suggéraient qu'une perte des glycanes diminuait I'interaction avec le
récepteur CD4, mais ne I'abolissait pas completement. [Montefiori, Robinson et al, 1988; Fenouillet,
Gluckman et al, 1990] Les conséquences de cette interaction réduite avec le récepteur CD4
sont une diminution de l'infectivité cellulaire et de la cytopathicité du virus, mais ne
compromettent pas la réplication du virus et sa capacité a infecter ’hote. Une étude ré-
cente sur les différentes séquences de la protéine gp120 disponibles, ont montré que les

sites de N-glycosylation présents sur cette protéine varient entre 18 et 33 avec une
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moyenne de 25. [Korber, Gaschen et al, 2001], De plus, il a été montré qu’au cours de l'infection,
des sites potentiels de glycosylation sont ajoutés au niveau de la boucle V1-V2 de la pro-
téine d’enveloppe gp120 afin de rendre le virus moins sensible aux anticorps [Sagar, Wuetal,
2006], [’étude de quinze variants du VIH-1 a également montré que la présence de N-

glycanes au niveau de la boucle V1-V2 était indispensable pour l'infectivité virale [Wolk et

Schreiber, 2006]_

Dans le cas du West nile virus (WNV, famille des Flaviviridae), la protéine
d’enveloppe E est glycosylée. Cette protéine est impliquée dans plusieurs processus bio-
logique tel que 'attachement au récepteur, la fusion membranaire et 'assemblage du
virus. L’analyse de plusieurs souches du WNV a montré un lien entre la glycosylation et
le caractére neuro-invasif du virus ainsi que 'efficacité de réplication [Beasley, Whiteman et al,
2005], La glycosylation est aussi importante pour le bon repliement [Lad, Shende et al, 2000] et

I'expression de la protéine E.

Chez des virus récemment découverts ou émergents tel que le virus Ebola, Han-
taan, Newcastle, Hendra, Nipah, Metapneumovirus ou le Coronavirus du SRAS, la pré-
sence de N-glycosylation a aussi été mise en évidence. Cette N-glycosylation jouerait un
réle dans l'infectivité, le repliement des protéines, le tropisme cellulaire ou encore dans
le processus d’évasion du systeme immunitaire. Dans le cas du virus Nipah, la glycosyla-
tion permet une résistance accrue aux anticorps, mais réduit le processus de fusion
membranaire et 'entrée du virus dans la cellule [Aguilar, Matreyek et al, 2006] Cet exemple il-
lustre le fait que, chez de nombreux virus, le niveau de glycosylation doit étre finement
régulé pour pouvoir échapper au systeme immunitaire de I'hote sans toutefois compro-

mettre le cycle viral.

2) Glycosylation de protéines virales de virus non-enveloppés

Dans le cas des virus non-enveloppés, la présence de glycanes sur les protéines de
structure des virus n’est pas trés courante. De plus, dans certains cas ou la glycosylation
avait été observée, des réinvestigations ultérieures ont finalement montré I'absence de
ce type de modification post-traductionnelle. C'est le cas du Cowpea mosaic virus
(CPMV), famille des Comoviridae, qui avait été initialement décrit comme étant glycosylé
[Partridge, Shannon et al, 1974] gqyec une estimation de deux molécules de glucosamine et d’'une

molécule de glucose et de galactosamine par capside. Cependant, une étude plus récente
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[Altmann et Lomonossoff, 20001 mettant en ceuvre une technique plus performante d’analyse de la
glycosylation (chromatographie liquide par réversion de phase haute performance) a

finalement montré 'absence de glycanes sur les protéines de capside du CPMV.

Dans le cas du Virus de I'hépatite E, famille des Hepeviridae, une glycosylation de la
protéine de capside avait été observée quant cette protéine était exprimée dans des cel-
lules de mammiferes. Depuis, des expériences de mutagenese dirigée n’ont pas démon-
tré la présence de tels résidus sur les virions suggérant que la glycosylation de la pro-

téine de capside pouvait étre un artefact lié a sa sur-expression [Graff, Zhou et al, 2008],

Les virus du genre Rotavirus, famille des Reoviridae, semblent donc étre le seul
exemple de virus non-enveloppés a posséder des glycanes N-liés sur la protéine de
structure VP7 [Estes et Cohen, 1989] ] faut cependant noter que les virions sont entourés tran-
sitoirement d’'une membrane lipidique ou se trouve la protéine VP7, qui est une protéine
intégrale de la membrane du réticulum endoplasmique [Kabcenell et Atkinson, 1985] ' Cette mem-
brane lipidique est ensuite perdue au cours de la maturation et la protéine VP7, ainsi

que la protéine VP4 forment alors la capside externe des rotavirus.

Enfin chez le Plum pox virus (PPV, Potyviridae), une mono-0O-glycosylation a été
mise en évidence sur la protéine de capside [Fernandez Fernandez, Camafeita et al, 2002] Cette mono-
O-glycosylation a lieu sur deux thréonines présentes dans la partie N-terminale de la
protéine [de Jesus Perez Juarezet al, 2006], [Jne mutagénese dirigée des thréonines en alanines, n’a
pas d’effet sur la capacité du PPV a infecter Prunus persicae ou Nicotiana clevelandii. Ce-
pendant, les deux thréonines sont tres conservées entre les différentes souches de PPV,
ce qui indique que cette mono-0-glycosylation doit étre importante pour le virus en

conditions naturelles.

C - Autres modifications post-traductionnelles

En plus de la phosphorylation et de la glycosylation qui sont les modifications
post-traductionnelles les plus étudiées et les plus répandues chez les cellules euca-
ryotes, il existe d’autres modifications post-traductionnelles affectant les protéines vi-

rales qui ont été mises en évidence chez différents virus.
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a) Tyrosine-O-sulfation

Cette modification consiste en I'ajout d’'un groupement sulfate (SO42-) sur une ty-
rosine. Cette réaction est catalysée par I'une des enzymes « tyrosyl-protein sulfotransfe-
rase » présente au niveau de 'appareil de Golgi (TPST-1 et TPST-2). Cette modification a
été observée chez les eucaryotes supérieurs, mais pas chez les procaryotes et les le-
vures. Cette modification est trés stable et ne serait pas éliminée par les sulfatases pré-
sentes chez les eucaryotes, en faisant donc un processus irréversible in vivo. On retrouve
cette modification au niveau des protéines membranaires et secrétées. Le réle fonction-
nel de la tyrosine-O-sulfation n’est pas bien défini, cette modification jouerait un roéle au

niveau des interactions protéine-protéine.

La tyrosine-O-sulfation n’a été mise en évidence que sur deux protéines virales : la
protéine de capside du polyomavirus [Ludlow et Consigli, 1987] et |a glycoprotéine gpl du Vari-
cella-zoster virus (VZV) [Edson, 1993] Le role de la tyrosine sulfation n’a pas été déterminée
pour ces virus, mais elle pourrait jouer un role dans la reconnaissance cellulaire,
I'attachement et I'entrée de ces virus. D’autre part, une étude bioinformatique [Lin, Tsai etal,
2003] sur les séquences protéiques des virus animaux a montré que cette modification
pourrait étre bien plus répandue, avec l'identification de sites potentiels de tyrosine-O-
sulfation sur 5091 protéines de 1024 virus (sur 1517 étudiés). De plus, un haut degré de
conservation a été observé pour les acides aminés entourant la tyrosine potentiellement
sulfaté pour ’hémagglutinine du virus de la grippe A, la protéine de capside VP4 du ro-

tavirus ou encore la protéine US28 du cytomégalovirus.

b) Myristoylation et Palmitoylation

Il existe plusieurs modifications post-traductionnelles consistant en I'ajout de li-
pides telles que l'isoprénylation, la glypiation, la myristoylation et la palmitoylation.
Nous nous intéresserons plus particulierement a ces deux dernieres qui ont été mises en

évidence sur des protéines virales.

Myristoylation
La myristoylation consiste a I'attachement sur une glycine en position N-terminale

d’un acide myristique (C14:0) par une N-myrosyltransférase. Du fait de la faible hydro-
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phobicité de I'acide myristique, la protéine myristoylée peut s’attacher ou se détacher

des membranes facilement.

Chez le Poliovirus (famille des Picornaviridae), la glycine N-terminale de la pro-
téine de capside VP4 est myristoylée [Paul Schultz et al, 1987] [’étude de mutants ou la myris-
toylation est partiellement ou completement abolie [Marc, Masson et al, 1990] 3 montré qu’elle
était indispensable pour la formation des capsides du virus, et interviendrait lors des
premiers stages de l'infection de la cellule par le Poliovirus. L'importance de la myristoy-
lation de la protéine de capside a aussi été montrée chez d’autres Picornaviridae comme

le virus de I'’hépatite A [Tesar, JIAetal, 1993] et ]e virus de la fievre aphteuse [Krausslich, Holscher et al,

1990]

Chez le HIV, la myristoylation de la protéine de capside Gag est importante pour
I'assemblage du virion [Pal Reitz]R etal, 1990] En plus, chez le HIV-1, la protéine de régulation
Nef-1 existe sous deux formes : myristoylée ou non. Cette myristoylation permet la for-
mation d’'un complexe tres stable entre Nef-1 et I'actine [Fackler, Kienzle et al, 1997] Cette inte-

raction induit une relocalisation de la protéine Nef-1 du cytoplasme vers la membrane

Cellulalre [Yu et Felsted, 1992]'

Palmitoylation

La palmitoylation, consistant en I'ajout d’un acide palmitique (C16:0) sur une cys-
téine N-terminale, a lieu au niveau du cytoplasme. C’est une modification réversible in-
tervenant dans la régulation du trafic intracellulaire, dans la localisation subcellulaire

des protéines, et dans la régulation de leur activité.

Chez le HCV, la protéine NS4B induit la formation d’'une structure membranaire
spécialisée, qui servirait de « plateforme » pour le complexe de réplication. Il a été mon-
tré que cette protéine NS4B peut étre palmitoylée [Yu Lee et al, 2006] qy pniveau des résidus
cystéines (cystéine 257 et 261) présents a son extrémité C-terminale. Cette modification
joue un role sur les interactions protéine-protéine du complexe de réplication et sa for-

mation.

Une palmitoylation de la cystéine N-terminale a été observée sur plusieurs glyco-
protéines de la membrane virale de différents virus dont I'hémagglutinine du virus de la

grippe Uin, Subbarao etal, 1996] a3 glycoprotéine du virus de la stomatite vésiculaire [Rose, Adams et
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al, 1984] 13 protéine gp41 du HIV [Melikyan, Markosyan et al, 2000] oy encore la protéine spike du
coronavirus du SRAS [Petit, Chouljenko et al, 2007], Cette modification intervient au niveau de la
fusion du virus a la membrane cellulaire [Petit, Melancon et al, 2005] 'dans 1’assemblage du virus

[Lontok, Corse et al., 2004] et dans l'infectivité du virus [Rousso, Mixon et al., 2000]_
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Des études antérieures réalisées sur le Turnip yellows virus (Polerovirus) ont mon-
tré que la déglycosylation des particules virales, par un traitement a la N-glycosidase ou
a 'a-D-galactosidase, inhibait la transmission du virus par puceron, suggérant ainsi que
les particules virales du TuYV pouvaient étre glycosylées et que la glycosylation jouait
un role crucial dans la vection de ce virus [Seddas et Boissinot, 2006] e premier objectif de la
these a été d’analyser I'état de glycosylation des protéines structurales du CABYV, un
autre polérovirus, en utilisant différentes approches. Nous avons tout d’abord réalisé
une mutagenese dirigée des quatre sites potentiels de N-glycosylation localisés sur la
séquence des deux protéines de structure. Ensuite, la glycosylation des particules du
CABYV a été évaluée par 'immunodétection des glycanes via 'utilisation de lectines ou
d’anticorps spécifiques, avec la mise en place d’'une collaboration avec Anne-Catherine
Fitchette de I'équipe de Véronique Gomord du CNRS de Rouen. Enfin, la recherche des
résidus glycosylés potentiellement présents sur les protéines de structure du CABYV a
également été menée par spectrométrie de masse, en collaboration avec Jean-Marc Strub

de I'’équipe d’Alain Van Dorsselaer du CNRS de Strasbourg.

D’autre part, des analyses visant a rechercher dans la seve des cucurbitacées les
protéines susceptibles de se lier in vitro aux particules du CABYV, avaient identifié deux
lectines comme partenaires potentiels du virus, renfor¢ant ainsi I’hypothese d’une gly-
cosylation des particules des polérovirus. Mon travail a consisté a élucider le mode
d’action de ces protéines dans le cycle viral et dans la transmission du virus par puceron
en analysant plus particulierement le comportement du CABYV dans des mutants

d’Arabidopsis thaliana affectés dans I'expression d’'une des deux lectines identifiées.

En recherchant les partenaires potentiels du CABYV, une kinase (CK2) avait été
identifiée au laboratoire ce qui nous a conduit a rechercher la présence potentielle de
résidus phosphorylés sur les protéines de structure du CABYV. Pour mener cette étude,
nous avons utilisé I'approche biochimique ainsi que les analyses par spectrométrie de
masse. Nous avons aussi analysé le comportement du virus dans des plantes affectées
dans I'expression de cette protéine. Les mutants Knock Out d’Arabidopsis n’étant pas
disponibles, nous avons utilisé la technique du « silencing » induit par un virus (Virus
Induced gene Silencing) pour diminuer I'expression de 'ARN messager de cette pro-

téine.
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Sites potentiels de N-glycosylation @ Sites potentiels de O-glycosylation®

Dans la CP Dans la RT Dans la RT

BChV 2 (162, 181) 3 (267, 388, 514) 0

(o:Y:3%Y 2 (70, 178) 2 (408, 415) 5 (204, 205, 210, 212, 214)

CYDV 2 (11, 79) 2 (337, 349) 5(213, 217, 225, 227, 493)
MABYV 2 (70, 178) > (406, 413, 432, 5 (207, 210, 212, 219, 557)

539, 547)

JAER 4 (47,64, 137, 186) 1(422) 3 (197, 213, 215)

PLRV 0 3 (273, 410, 603) 5(217, 219, 223, 225, 317)

TuYv 3(50, 162, 181) 2 (267, 388) 2 (221, 480)

., [ 2(219256)0 .......................

Tableau 1 : Localisation des sites potentiels de N- et O-glycosylation sur les protéines
de structures des polérovirus. 2 Nombres de sites potentiels de N-glycosylation.
Entre parenthéses la position de I'asparagine potentiellement N-glycosylée. P
Nombre de sites potentiels de O-glycosylation. Entre parentheses la position de la
sérine ou de la thréonine potentiellement O-glycosylée. ¢ CP du GLFV.

Numéros d’accessions pour le Beet chlorosis virus (BChV / NP_114364.2), Cucurbit aphid-
borne yellows virus (CABYV / NC 003688.1), Cereal yellow dwarf virus (CYDV /
NP_840025.2), Pea enation mosaic virus (PEMV-1 / NP_620027.1) Potato leafroll
virus (PLRV / NC 001747.1), Turnip yellow virus (TuYV / NP_620487.1), Melon
aphid borne yellows virus (MABYV / NC_010809.1) et Grapevine fanleaf virus (GFLV
/ NP_733996.1).



I- Analyse de la glycosylation des protéines de struc-
ture des polérovirus

A - Analyse in silico

Afin d’analyser le role d'une glycosylation potentielle des protéines structurales du
CABYV, nous avons tout d’abord réalisé une étude in silico avec le logiciel Scanprosite
(http://www.expasy.ch/tools/scanprosite/) pour identifier les séquences en acides
aminés potentiellement glycosylées. La N-glycosylation a lieu au niveau d’'une séquence
consensus N-X-S/T, ou X peut étre n'importe quel acide aminé a 'exception d’'une pro-
line. Nous avons identifié quatre sites potentiels de N-glycosylation sur la séquence des
protéines de structure du CABYV : deux sites (NLT et NGS) sur la séquence de la protéine
majeure de capside (CP) au niveau des acides aminés 70 et 178, et deux autres (NYT et
NYT) sur la séquence du domaine de readthrough de la protéine mineure de capside
(RT) au niveau des acides aminés 408 et 415. Concernant la O-glycosylation, cinq sites
potentiels ont été mis en évidence par le logiciel Net-0-Glyc, tous situés dans la séquence
du domaine de RT (DRT) au niveau de la queue de proline localisée juste en aval du co-

don stop de la CP.

Nous avons également réalisé une comparaison des sites potentiels de glycosyla-
tion entre les séquences des protéines structurales de différents polérovirus. Nous ob-
servons une tres forte variabilité du nombre et de la position des sites potentiels de gly-
cosylation, que ce soit pour la N-glycosylation ou pour la O-glycosylation (tableau 1). Il
faut ajouter que la glycosylation potentielle de la CP n’aura pas le méme impact sur la
particule virale que celle du DRT puisque les particules des polérovirus sont formées de
180 sous-unités de la CP et de seulement quelques sous-unités de la RT (estimées a 15-
20). Les sites potentiels de N-glycosylation sur la séquence comprenant la CP et le DRT
varient de 3 chez le PLRV jusqu’a 7 chez le MABYV. Il est assez surprenant de noter que
la CP du PLRV ne posseéde aucun site potentiel de N-glycosylation a 'inverse de tous les
autres polérovirus analysés. Cette observation tend a modérer le role majeur que pour-
rait avoir la glycosylation de la CP dans la transmission. A l'inverse, la glycosylation po-

tentielle du DRT est plus probable car cette séquence possede deux a cinq sites de N-
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Représentation schématique des ORFs 3 et 5 des mutants des sites
potentiels de N-glycosylation du CABYV. L’organisation génétique du génome
du CABYV codant pour les 6 ORFs est présenté. La protéine majeure de capside
(CP) et mineure (RT) ainsi que le produit de 'ORF4 (P17) sont représentés par des
fleches. Les positions et la séquence en acide aminé des sites potentiels de N-
glycosylation sont indiqués sur la séquence du sauvage (WT). Pour les différents
mutants, la mutation introduite dans les protéines structurales (CP et RT) est
indiquée. Pour le mutant Ngly1., et Ngly2p, le changement d’acide aminé introduit
dans la protéine P4 par la mutation du site potentiel de N-glycosylation est indiqué
sous la séquence de la CP.



glycosylation chez tous les polérovirus analysés. Le nombre et la position des sites po-
tentiels de O-glycosylation sont beaucoup plus conservés car les sites prédits se retrou-

vent sur une séquence qui est tres conservée dans la famille des Luteoviridae.

B - Pouvoir infectieux des mutants dans les sites potentiels de N-

glycosylation dans les protoplastes et dans les plantes

Chez le TuYV, Seddas et Boissinot [Seddas et Boissinot, 2006] ont montré que la N-
glycosylation semblait jouer un role déterminant dans la transmissibilité du virus par
puceron. Nous avons donc choisi de muter, chez le CABYV, les quatre sites potentiels de
N-glycosylation situés dans la séquence de la CP et dans celle du DRT afin d’étudier le
comportement de ces différents mutants dans des protoplastes et dans des plantes. Les
quatre sites potentiels de N-glycosylation ont été mutés individuellement donnant les
mutants Nglylcp, Ngly2cp, Ngly3rr et Ngly4rr (figure 1). La mutation introduite vise a
remplacer I'asparagine (N) par une glutamine (Q), afin de minimiser les changements
dans la structure secondaire de la protéine. Il faut cependant noter que pour les mutants
Nglylcp et Ngly2cp cette mutation introduit aussi une modification dans la séquence de
la protéine de 17 kDa (la P4) dont la séquence codante est comprise dans celle de la CP

mais dans une autre phase de lecture (figure 1).

1) Analyse de la réplication des mutants dans les protoplastes

Nous avons dans un premier temps analysé, dans des protoplastes de Chenopo-
dium quinoa, 'impact des différentes mutations sur la réplication du virus. Pour ce faire,
des protoplastes de C. quinoa ont été infectés avec des transcrits correspondant aux dif-
férents mutants. Nous avons analysé le pouvoir infectieux des mutants apres extraction

des ARN totaux et des protéines des protoplastes transfectés 48 h apres I'inoculation.

L’analyse des ARN totaux par Northern blot (figure 2A) montre que '’ARN géno-
mique des différents mutants est détecté dans les protoplastes a un niveau similaire a
celui du virus sauvage. Ces résultats suggerent que les mutations introduites n’ont aucun

effet sur la synthése ou I'accumulation des ARN génomiques.

On observe également sur ces Northern blot des bandes d’ARN de faible poids mo-
léculaire qui peuvent correspondre soit a de I’ARN subgénomique, soit a des produits de

dégradation de '’ARN génomique. Chez le CABYV, l'existence de deux ARN subgéno-
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Figure 2 : Analyse du pouvoir infectieux dans les protoplastes de mutants du CABYV
touchés dans les sites potentiels de N-glycosylation. (A) Détection des ARN
viraux par Northern-blot dans des protoplastes de C. quinoa 48h aprés inoculation
avec les transcrits des mutants Ngly1cp, 2¢p, 3gp 4gr €t du virus sauvage (WT). La
position de I'’ARN génomique (ARNg) et subgénomique (ARNsg) est indiquée. (B)
Immunodétection de la CP et de la RT du CABYV a partir d’extraits de protoplastes
infectés avec les transcrits Ngly1:p, 2¢p, 3gr, 4gr €t du virus sauvage (WT) 48h apres
I'inoculation. La partie supérieure de la membrane a été incubée avec un anticorps
dirigé contre la partie C-terminale de la protéine de RT (@DRT,,) et la partie
inférieure avec un anticorps spécifique du CABYV (@CABYV). Les positions de la
CP et de la RT sont indiquées avec leur poids moléculaire apparent entre

parenthéses. NI : témoin non inoculé.
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miques est suspectée, I'un correspondant a la séquence de la protéine de RT et un autre

couvrirait la partie C-terminale de la séquence de la protéine de RT [Ashoub, Rohde et al, 1998],

Nous avons aussi voulu nous assurer que la synthése des protéines virales n’était
pas affectée par les mutations introduites. Pour cela, les protéines de structure du CA-
BYV ont été recherchées par western blot dans les extraits de protoplastes infectés en
utilisant des sérums polyclonaux dirigés spécifiquement contre la protéine de RT du
CABYV (@DRTcter) ou contre les particules virales (@CABYV). Ce dernier sérum obtenu
par H. Lecoq (INRA Avignon) détecte plus spécifiquement la protéine CP du CABYV. On
constate que la protéine CP du CABYV, d’'un PM apparent de 24 kDa, est détectée dans
les extraits protéiques des protoplastes inoculés avec les différents transcrits des mu-
tants Ngly1cp, Ngly2cp, Ngly3rr et Ngly4rr, et ce a des niveaux similaires au virus sauvage
(figure 2B). Dans ces mémes échantillons, la protéine de RT, d'un PM théorique de 72
kDa, est également mise en évidence mais avec un PM apparent de 95 kDa. Son accumu-
lation dans les protoplastes infectés est identique quelque soit le virus en question (fi-
gure 2B). La migration ralentie de la RT du CABYV a déja été observée pour bon nombre
de virus appartenant a la famille des Luteoviridae [Brown, Dinesh-Kumar et al, 1996] [ 'une des hy-
potheses avancée pour expliquer ce retard dans la migration de la RT serait la présence
de glycanes sur cette protéine. Les résultats du western blot confirment que les muta-
tions introduites n’ont aucun effet sur la réplication de ’ARN viral et ne semblent pas

affecter la synthese des protéines structurales du virus.

2) Analyse du pouvoir infectieux et de la stabilité des mutants
dans les plantes

a) Accumulation des mutants dans les plantes

Nous avons poursuivi 'analyse du réle des mutations introduites en suivant le
comportement des mutants dans les plantes. Afin d’inoculer les plantes avec les diffé-
rents mutants, les constructions ont été introduites dans le vecteur binaire pbin19, sous
le contréle du promoteur 35S du virus de la mosaique du chou-fleur (Cauliflower mosaic
virus, CaMV) entre les séquences bordantes de 'ADN-T. Les plasmides recombinants
sont introduits dans A. tumefaciens et les suspensions d’agrobactéries sont ensuite
agroinfiltrées dans des plants de M. perfoliata au niveau de blessures. Le transfert dans

les cellules de la plante de la séquence virale comprise entre les bordures du T-DNA va
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Agroinfection M. perfoliata @

Feuilles inoculées Feuilles systémiques
36/39 (92 %)>  1.61+0.23¢ 121/196 (61 %) 0.75+0.26
38/47 (81 %) 0.70 +0.09 7/66 (10 %) 0.25+0.08

8/8 (100 %) 1.91+0.23 38/52 (73 %) 0.38+0.17
8/8 (100 %) 2.51+0.31 52/52 (100 %) 1.75+0.27
39/39 (100 %)  2.20+0.48 61/61 (100 %) 1.76 £0.31

Tableau 2 : Détection des mutants de N-glycosylation du CABYV dans les plantes de M.
perfoliata agroinoculées. L'accumulation du virus est mesurée par un test DAS-
ELISA une semaine aprés l'agroinoculation sur les feuilles agroinoculées ou 3
semaines plus tard sur les feuilles systémiques. 2 Les résultats de plusieurs
expériences sont combinés dans ce tableau. P Nombre de plantes infectées/nombre
de plantes inoculées. Entre parenthéses le pourcentage de plantes infectées. DO a
405 nm + écart type apres 2 heures d’incubation du substrat. Le bruit de fond
observé sur les plantes non inoculées (généralement 0,12) a été soustrait aux
valeurs de DO.

Quantité de
virus déposée

2pg

lpg
400 ng
200 ng

Tableau 3 : Réactivité des différents virus purifiés vis-a-vis de I’anticorps anti-CABYV
par la technique de DAS-ELISA. Différentes quantités de virus purifié provenant
des mutants Ngly1.p, Ngly3gr, NGly4g; ou du virus sauvage (WT) ont été déposés
dans des puits préalablement recouverts d’anticorps dirigés spécifiquement contre
le CABYV. Le tableau donne les résultats de DO a 405 nm apres 2 heures
d’incubation du substrat. WT : virus sauvage.



entrainer sa transcription par les polymérases endogénes ce qui va conduire a la syn-

thése d’'un brin d’ARN viral qui peut initier I'infection dans la plante entiere.

Le niveau d’accumulation du virus dans les feuilles agroinoculées et dans les
feuilles systémiques a tout d’abord été analysé par DAS-ELISA une a trois semaines
apres l'inoculation. Le sérum polyclonal dirigé contre le CABYV a été utilisé dans ce test.
Tous les mutants sont infectieux dans M. perfoliata et s’accumulent dans les feuilles
agroinoculées a des niveaux similaires a celui du virus sauvage, a I'exception du mutant
Ngly2cp dont I'accumulation est réduite (tableau 2). Dans les feuilles systémiques, seule
I'accumulation du mutant Ngly4rr est identique au virus sauvage, tandis que pour les
mutants Nglylcp et Ngly3rr I'accumulation est plus faible. Enfin, le mutant Ngly2cp n’est
détecté que dans 10 % des échantillons de feuilles systémiques testés, et ce, a des ni-
veaux tres faibles. La différence d’accumulation des mutants Ngly1cp et Ngly3rr n’est pas
liée a une différence de réactivité vis-a-vis du sérum utilisé car des dilutions réalisées a
partir de suspensions virales purifiées et testées en DAS-ELISA, donnent des valeurs de
DO405nm identiques a celle du virus sauvage (tableau 3). Bien que la séquence des pro-
téines de structure ait été modifiée dans ces mutants, aucune modification de la confor-
mation des épitopes n’a été engendrée. Cette expérience n’a malheureusement pas pu
étre réalisée avec le mutant NglyZcp pour lequel aucune suspension virale purifiée n’a

été obtenue.

En accord avec les résultats ELISA, une plus faible accumulation des ARN géno-
miques des mutants Ngly1lcp et Ngly3rt, comparée au virus sauvage, a été observée dans
les feuilles systémiques (figure 3) 3 semaines apres I'agroinoculation. L’ARN génomique
du mutant NglyZ2cp est a peine détectable alors que I'accumulation du mutant Ngly4rr est

similaire au virus sauvage.

b) Test de stabilité des particules virales

Pour tenter de déterminer 'origine de la plus faible accumulation de certains mu-
tants dans les plantes, nous avons réalisé des tests de protection aux RNases afin
d’analyser la stabilité des particules virales. Deux méthodes d’extractions d’ARN ont été
effectuées sur les feuilles agroinoculées 7 jours apres l'infection : la premiere, réalisée
dans un tampon de haute force ionique et de pH élevé, inhibe I'action des RNases sus-
ceptibles d’étre libérées lors du broyage et permet donc I’extraction des ARN totaux (en-

capsidés et non encapsidés) ; la deuxiéme extraction, effectuée dans un tampon permet-
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Figure 3 : Pouvoir infectieux des mutants du CABYV dans les sites potentiels de la N-
glycosylation dans les plantes. Accumulation de I’ARN viral des mutants du
CABYV dans les feuilles systémiques par Northern blot 3 semaines apres
I'agroinoculation. La position de 'ARN génomique (ARNg) est indiquée. ARNT :
ARN ribosomique coloré au BET ; NI : témoin non inoculé. WT: virus sauvage.
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Figure 4 : Accumulation de I’ARN viral des mutants potentiels de la N-glycosylation ou
du virus sauvage apres traitement par les RNases endogenes de plante.
Analyse par Northern blot de I’ARN total (T) extrait 7 jours aprés I'inoculation, ou
de 'ARN protégé (P). Pour I'ARN protégé, I'extraction a été réalisée dans des
conditions ou seul 'ARN encapsidé dans des particules stables demeure intact. La
position de I’ARN génomique (ARNg) est indiquée. WT : virus sauvage ; NI : témoin
non inoculé.

< ARNg



tant I'action des Rnases endogenes, permet seulement de visualiser les ARN protégés

par la capside virale.

Le Northern blot réalisé sur les ARNs extraits dans les deux conditions (figure 4)
montre, qu’a I'exception du mutant NglyZcp, les mutants sont résistants a la dégradation
par les RNases car les ARN encapsidés sont détectés a un niveau similaire au virus sau-
vage. A l'inverse, 'accumulation de '’ARN génomique du mutant Ngly2cp, en condition
non protégée, est extrémement faible ce qui suggere que la mutation introduite dans la
séquence de la CP interfere avec I'encapsidation de I'’ARN viral et est probablement res-

ponsable de la formation d’'une capside instable.

Une autre technique d’évaluation de la stabilité des virions, est 'obtention de puri-
fications virales des mutants en utilisant la méthode décrite par van den Heuvel [Van den
Heuvel, Boerma et al, 1991], Nous avons purifié les mutants Nglylcp, 3rr et 4rr a partir des
feuilles systémiques infectées et nous avons observé la présence des virions mutés dans
les mémes fractions du gradient de sucrose que celles du virus sauvage. En raison de la
faible efficacité du mutant Ngly2¢cp a se mouvoir dans les parties systémiques de la
plante, une purification du virus a été réalisée a partir des feuilles agroinfiltrées. Alors
qu'une purification du virus sauvage, dans des conditions identiques, conduit a
I'obtention de 72,5 ug de virus a partir de 400 g de feuilles, aucun pic révélant la pré-
sence de virus n’est observé dans le cas du mutant Ngly2¢p (3 purifications indépen-
dantes ont été réalisées), ce qui confirme l'instabilité de ce virus qui ne supporte proba-
blement pas les étapes de la purification. Nous avons cependant récupéré les fractions
du gradient de saccharose du mutant Ngly2cp pouvant potentiellement contenir
quelques virions. Aprés une concentration de ces fractions par ultracentrifugation,
quelques particules virales ont pu étre observées par microscopie électronique a trans-
mission (figure 5) ce qui montre que la mutation introduite dans le mutant Ngly2cp
n’abolit pas complétement la formation des virions mais interfere tres fortement sur la
stabilité des particules virales. Ce défaut d’encapsidation est probablement responsable,
du moins en partie, de la faible accumulation de '’ARN viral du mutant Ngly2cp dans les

plantes.
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Figure 5 : Observation en microscopie électronique des particules virales du mutant
Ngly2., apres purification a partir de feuilles agroinfectées (A) Particules
virales dans une préparation purifiée de CABYV sauvage. (B) Particules virales du
mutant Ngly2., dans la préparation virale purifiée. Des fractions aliquotes des
gradients de sucrose ont été déposées sur une grille, puis un contraste a I'acétate
d’'uranyle a été effectué. Les particules virales du mutant Ngly2., sont indiquées
par des fléches. La barre correspond a 100 nm.
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Figure 6 : Distribution des mutations nucléotidiques détectées sur ’ARN viral dans la
descendance. Mutations nucléotidiques détectées sur les séquences codant pour
les protéines de structure (CP et RT) 3 semaines apres agroinfection des plants de
M. perfoliata par le CABYV sauvage (WT) ou par les différents mutants (A), ou 3
semaines aprés inoculation des plantes par puceron. Pour chaque construction,
huit clones issus de deux plantes ont été séquencés (B). La ligne horizontale
indique la région séquencée. Les séquences encadrées sont agrandies. * Mutations
introduites ; les cercles représentent les mutations détectées dans la descendance

O mutation silencieuse, ® mutation induisant un changement d’acide

aminé, @ suppression du codon stop, +3: ajout de trois nucléotides. 3505: codon

virale :

initiation de la CP; 4102: codon stop de la CP; 5506: codon stop de la RT.




c) Analyse de la conservation des mutations introduites dans la
descendance virale

La stabilité des mutations ponctuelles introduites durant la réplication virale a été
analysée dans les plantes agroinfectées apres extraction de 'ARN total et amplification
par RT-PCR d’un fragment couvrant la mutation. Afin de visualiser I'apparition de muta-
tions compensatoires ou de réversions sur un nombre limité de génomes viraux, le
fragment amplifié a été cloné et les inserts de huit clones provenant de deux RT-PCR
indépendantes ont été séquencés. Toutes les modifications de séquence observées sont
listées sur la figure 6. Des changements nucléotidiques sont observés dans la descen-
dance du virus sauvage qui peuvent provenir d'une dérive naturelle de la séquence vi-
rale lors de la réplication ou d’erreurs introduites au cours des réactions de transcrip-
tion réverse et d'amplification. Dans la descendance du mutant Ngly1cp, nous avons ob-
servé, dans 3 des 8 clones analysés, trois mutations autour du codon stop de la CP qui se
situent approximativement a 380 nucléotides de la mutation introduite. Bien que deux
de ces mutations induisent un changement d’acide aminé dans la séquence de la CP, au-
cune d’entre elles ne restaure I'acide aminé muté. La troisieme mutation abolit le codon
stop de la CP. A part ces modifications, aucune différence majeure n’est observée entre la
descendance virale des mutants de N-glycosylation et le virus sauvage ; aucune mutation
compensatoire (entrainant la restauration de l'acide aminé muté) ni réversion
n’apparait dans la descendance des mutants. Ainsi, aucune mutation secondaire n’est
retrouvée systématiquement dans la descendance virale des différents mutants ce qui
indique que les mutations introduites n’exercent pas de pression majeure sur I’évolution
du virus. Cette observation peut paraitre surprenante puisque certaines de ces muta-

tions ont un effet délétere sur l'infection virale.

3) Tests de transmissibilité par pucerons

L’étape cruciale dans notre étude a été I'analyse de la capacité des virus mutants a
étre transmis par puceron a partir de plantes de M. perfoliata infectées ainsi qu’a partir
de suspensions virales purifiées. Dans les deux cas, la période d’acquisition du virus a
été fixée a 48h et celle de I'inoculation du virus aux plantes tests a 4 jours. Les plantes
tests ont ensuite été analysées par DAS-ELISA 3 a 4 semaines aprés le dépot des puce-

rons.
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Transmission

M. perfoliata agroinfectée @ Virus purifié °
A. gossypii M. Persicae M. Persicae
3/24 (13%) ¢ 5/40 (13 %) 14/19 (74 %)
3/17 (18 %) 3/18 (17 %) 4/9 (44 %)
9/18 (50 %) 10/19 (53 %) 16/21 (76 %)
26/26 (100 %) 27/30 (90 %) 14/19 (74 %)

Tableau 4 : Transmissibilité par puceron des mutants des sites potentiels de N-
glycosylation et du virus sauvage a partir de plants de M. perfoliata et a
partir de virus purifié. 2 Apres 48h d’acquisition sur des plantes infectées par les
mutants ou le virus sauvage, 20 pucerons ont été transférés sur les plantes tests
pour une période d’inoculation de 4 jours. Les plantes tests ont été analysées par
DAS-ELISA 3 semaines plus tard. PAprés 48h d’acquisition sur du virus purifié (a
une concentration finale de 100 pg/ml), 20 pucerons ont été transférés sur les
plantes tests pour une période d’inoculation de 4 jours. Les plantes tests ont été
analysées par DAS-ELISA 3 semaines plus tard. ‘Nombre de plantes infectées aprés
inoculation par puceron/ nombre de plantes testées. Entre parentheses, le
pourcentage de plantes infectées. Les pourcentages de plantes infectées entre les
différents mutants et le sauvage est significativement différent dans les feuilles
agroinfectées. Dans le cas du virus purifié nous n’avons aucune différence
significative de pourcentage de plantes infectées entre les différents mutants et le
sauvage.
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Figure 7 : Détection du mutant Ngly2., par RT-PCR apres transmission par puceron
dans les plantes tests. Apres une acquisition du virus de 48 h sur les feuilles
agroinoculées, 20 pucerons par plante ont été transférés sur les plantes tests. Les
ARN totaux ont été extraits 7 jours plus tard et 'ARN viral a été recherché par RT-
PCR. Les fragments PCR sont séparés sur un gel d’agarose puis visualisés apres
coloration au BET. T- : témoin PCR négatif sans ajout d’ADNc. Le fragment de 601
pb attendu est indiqué par une fléche.



Pour les tests de transmission a partir de plantes infectées, deux espéces de puce-
rons vecteurs du CABYV ont été utilisées: M. persicae et A. gossypii. Pour les mutants
Nglylcp, 3rt et 4rr, 'acquisition du virus par les pucerons a été réalisée a partir des
feuilles systémiques infectées, trois a quatre semaines apres leur agroinoculation. Les
résultats, regroupés dans le tableau 4, montrent que la transmissibilité des mutants
Nglylcp, 3rT et 4rr a partir des feuilles infectées est réduite comparée a celle du virus
sauvage. Cette différence d’efficacité de transmission peut étre attribuée, au moins dans
le cas des mutants Ngly1cp et Ngly3rr, a 'accumulation plus faible de ces deux virus dans
les plantes (voir tableau 2). En effet, lorsque des solutions virales purifiées et quantifiées
sont délivrées aux pucerons, l'efficacité de transmission de ces deux mutants retrouve
un niveau proche de celui du virus sauvage. A l'inverse, la plus faible transmissibilité du
mutant Ngly4rr a partir des plantes infectées ne peut étre liée a son accumulation dans
les feuilles systémiques qui est identique a celle du virus sauvage (figure 3 et tableau 2).
Cette réduction de la transmission du mutant Ngly4rr pourrait provenir d’'une réparti-
tion spatiale du virus mutant différente de celle du virus sauvage ce qui affecterait
I'accessibilité du virus mutant par les pucerons. On pourrait notamment envisager un
plus faible déchargement des virions du mutant Ngly4 dans les cellules des tubes criblés.
En effet, lorsqu’une solution purifiée de ce mutant est offerte aux pucerons, sa transmis-
sibilité est identique a celle du virus sauvage confirmant que la mutation introduite

n’affecte pas directement le mécanisme d’acquisition et d’inoculation du virus.

En raison de I'impossibilité d’obtenir suffisamment de particules purifiées du mu-
tant Ngly2cp et de son incapacité a envahir les feuilles systémiques, la transmissibilité de
ce virus a été évaluée en utilisant les feuilles agroinfiltrées comme source de virus. Dix
jours apres l'agroinfection, les pucerons ont été déposés pendant 48 h sur les feuilles
infiltrées puis transférés pendant 4 jours sur les plantes test. La recherche du virus dans
les plantes tests s’est faite par RT-PCR 7 jours apres I'inoculation par puceron. Des trois
plantes analysées, toutes montrent la présence de ’ARN viral du mutant Ngly2cp (figure

7).

La stabilité des mutations introduites dans la descendance virale des plantes ino-
culées par puceron a également été analysée par RT-PCR. Toutes les modifications ob-

servées dans la descendance ne montrent pas de sélection particuliére de variants vi-
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Figure 8 : Détection des glycanes sur les protéines structurales de différents virus
avec le kit Pro-Q Emerald. De 3 a 16 ug de chacun des virus purifiés ont été
déposés sur un gel SDS-PAGE a 10 % de polyacrylamide. (A) Aprés un traitement a
'acide périodique, le gel a été incubé avec le réactif Pro-Q Emerald 488 qui permet
de mettre en évidence les glycoprotéines. (B) Gel réalisé en paralléle et coloré avec
le bleu de Coomassie afin de vérifier la charge virale dans chacune des pistes. ° :
protéines glycosylées présentes dans le ladder. CP : Protéine majeure de capside ;
RT* : Protéine de readthrough tronquée. La taille en kDa des protéines du
marqueur de poids moléculaire est indiquée.



raux ayant pu s’accumuler dans les plantes sources. En effet aucune mutation compensa-

toire ou réversion n’est observée sur les séquences analysées (figure 6).

C - Détection des résidus glycosylés sur les protéines de structure

des polérovirus par approche biochimique

La premiére approche pour analyser la présence de résidus glycosylés sur les par-
ticules virales du CABYV a été I'utilisation du kit ProQ Emerald (Invitrogen). Ce kit est
basé sur une réaction d’oxydation des glycanes qui sont transformés en aldéhydes par
'acide périodique. Une coloration avec le ProQ Emerald 488 permet de générer un com-
posé fluorescent a partir des aldéhydes. 1l faut signaler que ce kit a potentiellement la
capacité de détecter aussi bien les résidus N- ou O- glycosylés. Ce réactif a été testé sur
les protéines de structure de plusieurs virus de la famille des Luteoviridae: le Pea enation
mosaic virus (PEMV, Enamovirus), le Beet chlorosis virus (BChV, Polerovirus), le Turnip
yellows virus (TuYV, Polerovirus), et le CABYV. Le Grapevine fanleaf virus (GFLV) appar-
tenant au genre Nepovirus ainsi que deux mutants viraux du CABYV et du TuYV ne pos-
sédant pas le domaine de RT ont également été utilisés dans cette expérience. Le
nombre de sites potentiels de N- et de -O glycosylation sur les séquences des protéines
de structure des virus est présenté dans le tableau 1. On remarque que toutes les pro-
téines de structure des virus testés peuvent potentiellement étre glycosylées. Apres sé-
paration des protéines sur un gel SDS-PAGE, le gel a été incubé dans un bain d’acide pé-
riodique avant d’étre mis en présence du réactif spécifique des sucres. La figure 8A
montre qu’un signal fluorescent est observé pour chacune des protéines majeures de la
capside des virus appartenant a la famille des Luteoviridae (PM apparent entre 22 et 28
kDa) mais également dans le cas de la protéine de structure du GFLV (56 kDa). Un faible
signal est également observé au niveau des protéines mineures des capsides des Luteo-
viridae. La spécificité de la réaction peut étre évaluée par comparaison du signal obtenu
avec celui des protéines glycosylées présentes dans le marqueur de poids moléculaires.
Or, sur la figure 8A, nous pouvons remarquer que la spécificité du réactif n’est pas tres
stricte car un signal fluorescent est visible pour des protéines non glycosylées comme la
phosphorylase b (97 kDa), la BSA (66 kDa) et 'anhydrase carbonique (29 kDa). Ce
manque de spécificité, nous empéche de conclure quant a la présence de glycanes sur les

protéines structurales des différents virus testés.
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Figure 9 : Détection des glycanes oligomannosidiques sur les protéines structurales
du CABYV avec le systéme ConA/péroxydase. 4 pg de virus purifié ont été
déposés sur les pistes n°1, et 0,5 pg de ribonucléase B sur les pistes n°2. Cette
protéine d’environ 15 kDa posséde des N-glycanes oligomannosidiques et sert de
témoin positif dans cette expérience. Les protéines ont été séparées sur un gel
SDS-PAGE a 15% d’acrylamide avant d’étre transférées sur membrane de
nitrocellulose. Une incubation a été réalisée avec la concanavaline A
(ConA)/péroxydase puis avec le substrat de I'enzyme (panneau A), et dans des
conditions similaires avec ajout du sucre compétiteur de la ConA, I'a-méthyl-
mannose (panneau B), ou bien apres oxydation des sucres par I'acide périodique
(panneau C). Dans le panneau D, l'incubation a été réalisée avec seulement la
péroxydase et le substrat de 'enzyme. La taille en kDa des protéines du marqueur
de poids moléculaire est indiquée. CP : Protéine majeure de capside



D - Détection des glycanes oligomannosidiques et des glycanes

complexes sur les protéines de structure des polérovirus

Les protéines de structure du CABYV peuvent potentiellement, au cours de leur
synthese au niveau du réticulum endoplasmique, étre la cible de modifications post-
traductionnelles de type N-glycosylation. Cette modification consiste a I'ajout d'un gly-
cane précurseur au niveau d'une asparagine sur la séquence consensus N-x-S/T. Ce gly-
cane précurseur peut, par la suite, étre maturé en glycane oligomannosidique au niveau
du réticulum endoplasmique puis en glycane complexe lors de son passage dans
I'appareil de Golgi [Lerouge, Cabanes-Macheteau et al, 1998]  Ces modifications sont induites par
toute une batterie de glycosidases et glycosyltransférases spécifiques. L’ensemble de ces
étapes conduit a une libération d’'une protéine portant des glycanes complexes qui peut

rejoindre sa destination finale dans le systeme sécrétoire.

1) Détection des glycanes oligomannosidiques

Pour détecter les résidus oligomannosidiques sur les protéines de structure du
CABYV, nous avons utilisé un test de détection via des lectines (Concanavaline A ou Co-
nA). Les protéines de structure du CABYV ont tout d’abord été séparées par électropho-
rese sur gel SDS-PAGE avant d’étre transférées sur une membrane de nitrocellulose et
mise en présence de la ConA. La révélation s’est faite apres addition de la péroxydase de
raifort qui est une protéine fortement glycosylée. Le fait que la ConA soit une protéine
qui s’associe en tétrameres, lui confére la possibilité de se lier avec plusieurs protéines
glycosylées. L’addition du substrat de I'enzyme permet de détecter deux signaux, un
premier de 24 kDa qui correspond a la CP du CABYV et un autre autour de 90 kDa qui
correspond a une protéine de plante présente dans les suspensions de virus purifié (fi-
gure 9A). La spécificité de ces interactions a été évaluée en ajoutant le sucre compétiteur
de la ConA (I'a-méthyl mannose) (figure 9B) ou en soumettant le virus a un traitement
periodate (figure 9C) qui clive 'anneau glycol du résidu sucré et inhibe la fixation a la
ConA. Seule la réaction observée avec la protéine de 90 kDa est spécifique comme le
montre la disparition du signal en présence du sucre compétiteur ou apres traitement au
périodate. Le signal a 24 kDa est dii a une réaction aspécifique entre la CP du CABYV et la
péroxydase (figure 9D). Une réaction aspécifique similaire a été observée entre la pé-
roxydase et la RT* du CABYV lorsqu’un systéme de révélation plus sensible que celui

présenté sur la figure 9 (systeme ECL) a été utilisé.
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Figure 10 : Détection des glycanes oligomannosidiques sur les protéines de structure
du CABYV avec le systéeme ConA/biotine. De 50 a 600 ng de CABYV et 500 ng a 2
pg de Ribonucléase B ont été déposés sur un gel SDS-PAGE a 10 % de
polyacrylamide. Apres transfert sur membrane de nitrocellulose, les protéines ont
été incubées avec la Concanavaline A (ConA) biotinylée puis avec la streptavidine
marquée a la phosphatase alcaline. La révélation colorimétrique s’est faite apres
incubation du substrat NBT/BCIP (A). Sur la partie (B), le sucre compétiteur de la
ConA, I’ a-méthyl-mannose, a été préalablement ajouté pour analyser la spécificité
des réactions. CP : Protéine majeure de capside ; RT* : Protéine de readthrough
tronquée. La taille en kDa des protéines du marqueur de poids moléculaire est
indiquée.



Un autre systéme de révélation a été employé pour tenter de s’affranchir de cette
réaction aspécifique. Il consiste a 'emploi de ConA fixée a la biotine. L’addition de strep-
tavidine couplée a la phosphatase alcaline puis du substrat de I'enzyme permet de
mettre en évidence les protéines glycosylées par une réaction colorimétrique. La spécifi-
cité de la réaction est évaluée, en parallele, apres addition du sucre compétiteur I'a-
méthyl mannose. Une gamme de différentes concentrations de CABYV purifié (50 ng a
600 ng) et de ribonucléase B (500 ng a 2 pg), utilisée comme témoin positif, a été dépo-
sée sur le gel. La figure 10 montre que les signaux correspondant aux protéines CP et
RT* du CABYV ne disparaissent pas en présence du sucre compétiteur, ce qui montre,
une fois de plus, I'aspécificité de la réaction. A I'inverse, nous confirmons la présence de
glycanes oligomannosidiques sur la protéine de plante de 90 kDa puisque le signal cor-

respondant a cette protéine disparait en présence de I’c.-méthyl mannose (figure 10).

L’ensemble des résultats présentés dans ce paragraphe ne permet pas de conclure
définitivement quant a la présence de résidus oligomannosidiques sur la CP et la RT* du
CABYV. A l'inverse, une protéine de plante de 90 kDa, présente dans les préparations

virales purifiées, semble porter des résidus oligomannosidiques.

Une partie des expériences présentées ci-dessus a également été reproduite avec
les préparations purifiées du TuYV. Nous avons réalisé une recherche des glycanes oli-
gomannosidiques avec le systéme ConA/péroxydase (figure 11) et comme pour le CA-
BYV, nous avons observé une réaction non-spécifique de la protéine majeure de capside
du TuYV avec la péroxydase ne nous permettant pas de déterminer la présence de ces
résidus sur cette protéine. Comme dans les préparations de virus purifié du CABYV,
nous détectons la présence de glycanes oligomannosidiques sur la protéine de 90 kDa

qui copurifie également avec le TuYV (figure 11).

2) Immunodétection des glycanes complexes

Nous avons poursuivi cette analyse de détection des glycanes sur les protéines de
structure du CABYV en réalisant une recherche des glycanes complexes avec des anti-
corps spécifiques reconnaissant les motifs suivants: core ((1,2)-xylose, core a(1,3)-
fucose [Faye, Gomord et al, 1993] ot terminal Lewis a [Fitchette-Laine, Gomord et al,, 1997] [,es protéines de
structure du CABYV ont été séparées sur gel SDS-PAGE puis transférées sur une mem-

brane de nitrocellulose avant l'incubation avec les anticorps spécifiques des sucres.
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Figure 11 : Détection des glycanes oligomannosidiques sur les protéines de structure
du TuYV. 4 pg de TuYV ont été déposés sur les pistes 1 et 500 ng de ribonuléase B
sur les pistes 2 d’'un gel SDS-PGE a 15 % de polyacrylamide. Apres transfert sur
membrane de nitrocellulose, les protéines sont incubées en présence
Concanavaline A (ConA)/péroxydase puis du substrat de 'enzyme (A), dans des
conditions similaires avec incubation avec le sucre compétiteur de la ConA, I’ a-
méthyl-mannose (B), ou aprés traitement a 'acide périodique (C). Sur le panneau
D, la ConA a été omise et I'incubation a seulement été réalisée avec la péroxydase.
La révélation colorimétrique est obtenue apres addition de 'enzyme. La taille en
kDa des marqueurs moléculaires est indiquée a droite. CP : Protéine majeure de
capside
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Figure 12 : Détection des glycanes complexes du TuYV. 4 pg de virus purifié ont été
déposés sur chacune des pistes d’'un gel SDS-PAGE a 15 % de polyacrylamide.
Apres transfert sur une membrane de nitrocellulose, les protéines ont été incubées
avec un anticorps dirigé contre (1) la protéine RT du TuYV, (2) I'a(1,3)-core-
fucose, (3) le core-xylose ou (4) le Lewis a. La taille en kDa des marqueurs
moléculaires est indiquée a gauche. Le motif Lewis a se caractérise par la séquence
suivante : GalB1,3[Fucal,4]GlcNAc. RT*: Protéine de readthrough tronquée.
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Figure 13 : Détection des glycanes complexes sur les protéines structurales du CABYV.
4 pg de virus purifié ont été chargés sur chaque piste. Les protéines ont été
séparées sur un gel SDS-PAGE a 15 % avant d’étre transférées sur membrane de
nitrocellulose et incubées avec différents anticorps : anti-a(1,3)-core-fucose, anti-
core-xylose ou anti-Lewis a (GalB1,3[Fucal,4]GlcNAc) ainsi qu’avec l'anticorps
dirigé contre le CABYV. La taille des protéines (en kDa) du marqueur est indiquée
a droite. CP : Protéine majeure de capside ; RT* : Protéine de readthrough
tronquée.



L’ajout de I'anticorps secondaire couplé a la péroxydase permet, apres addition du subs-
trat de I'enzyme, d’observer un signal a 90 kDa avec les trois anticorps testés (figure 13).
Aucun autre signal correspond a la protéine majeure (24 kDa) ou la protéine mineure
(65 kDa) de la capside du CABYV n’est observé sur le blot ce qui suggere I'absence de
glycanes complexes sur les protéines virales. Une réaction similaire a été observée a par-
tir d'une solution purifiée de TuYV. La figure 12 montre I'absence de signal correspon-
dant aux protéines CP et RT* du TuYV alors que la protéine de 90 kDa réagit avec les

trois anticorps testés.

La protéine de 90 kDa présente dans les préparations virales purifiées du CABYV
et du TuYV possede a la fois des glycanes oligomannosidiques et des glycanes com-
plexes. Cette protéine a été identifiée par spectrométrie de masse comme une o-

glucosidase (0. Lemaire et P. Schellenbaum, communication personnelle).

E - Détection des résidus glycosylés sur les protéines de structure

des polérovirus par spectrométrie de masse

Afin de compléter les approches moléculaire et biochimique pour tenter de mettre
en évidence des résidus glycosylés sur les protéines de structure du CABYV, nous avons
engagé une étude par spectrométrie de masse. Ce travail a été réalisé en collaboration
avec Jean-Marc Strub du Laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-Organique du CNRS
de Strasbourg. Apres séparation des protéines virales sur un gel SDS-PAGE, les bandes
correspondant aux protéines de structure du CABYV ont été extraites et soumises a une

analyse de masse.

Une analyse par spectrométrie de masse par MALDI-TOF a tout d’abord été con-
duite avec deux matrices différentes (a-cyano-4 hydroxy cinnamic acid et 2,5-
dihydroxybenzoic acid) permettant d’augmenter la rétention des peptides digérés. 11
faut signaler, comme nous l'avons déja mentionné auparavant, que les particules puri-
fiées du CABYV comportent deux protéines: la protéine majeure de la capside ou CP
d’'un PM apparent de 24 kDa et la protéine mineure de la capside correspondant a une
forme tronquée de la protéine de RT qui migre aux environs de 65 kDa et qui est nom-
mée RT*. Le site précis de clivage de la protéine de RT n’a jamais été identifié avec préci-
sion mais est supposé étre localisé aux alentours du motif DE (figure 14) tres conservé
dans la séquence de la RT de nombreux virus appartenant a la famille des Luteoviridae

[Guilley, Wipf-Scheibel et al, 1994] Cette analyse de spectrométrie de masse nous a permis de con-
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Figure 14 : Couverture des protéines structurales du CABYV obtenue en spectrométrie
de masse. Les protéines structurales du CABYV ont été extraites a partir d'un gel
SDS-PAGE chargé avec une suspension de virus purifié. (A) En rouge, peptides
trypsiques identifiés par MALDI-TOF. (B) En rouge, peptides trypsiques identifiés
par nano-LC-MS/MS. Les sites potentiels de glycosylation sont soulignés. La
séquence DE, tres conservée chez les membres des Luteoviridae est entourée. Y
grisé: position du codon stop de la CP.
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Figure 15 : Recherche des glycanes sur les protéines de structure du CABYV par
spectrométrie nano LC-MS a haute énergie. (A) Chromatogramme des peptides
tryptiques issus de la fragmentation a haute énergie (50V) des protéines de
structure du CABYV. (B) Chromatogramme des ions de m/z 163.1 (M+H*)
correspondant aux hexoses. (C) Chromatogramme des ions m/z 204.1 (M+H*)
correspondant aux N-acetylhexosamine. (D) Chromatogramme des ions m/z 292.1
(M+H*) correspondent a l'acide sialique. (E) Chromatogramme des ions m/z
366.14 (M+H*) correspondant aux N-acetylhexosamine et hexoses.

Aucun glycane correspondant a ceux cherchés, n’ont été détecté lors de cette étude.
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firmer la nature des protéines virales mais aussi de proposer un site de coupure de la RT
localisé 9 acides aminés, ou plus, en aval du motif DE (figure 14). Il est intéressant de
signaler que des analyses par spectrométrie de masse réalisées il y a quelques années en
collaboration avec Christelle Guillier (plateforme de protéomique de Strasbourg) pour
tenter d’identifier le site précis de coupure de la RT du CABYV, avaient également abouti
a l'identification de I’Arginine a la position 440 comme étant le dernier acide aminé
identifiable sur la séquence de la RT* (résultat obtenu au cours de deux séquencgages sur
les 3 réalisés). Si nous considérons ’Arginine comme étant potentiellement le dernier
acide aminé de la RT*, I'analyse par MALDI-TOF nous permet d’obtenir une couverture
de 57 % de la séquence de la CP et de 53 % de la séquence totale de la RT* (figure 14A).
Nous remarquons que les peptides trypsiques (69-97, 177-188, 404-419) portant les 4
sites potentiels de N-glycosylation du CABYV sont détectés comme étant non modifiés ce

qui suggere qu’aucun de ces sites ne porte de résidus glycosylés.

Cette étude a été complétée par une analyse en nano LC-MS/MS. Une couverture
de 47 % pour la CP et de 42 % pour la RT* respectivement a été obtenue (figure 14B).
Une fois encore, les peptides tryptiques couvrant les sites potentiels de N-glycosylation
sont détectés comme ne portant aucune modification. Une analyse supplémentaire de
nano LC-MS a été réalisée en condition de forte énergie (50 V au lieu de 30 V) afin
d’obtenir la fragmentation des chaines glucidiques. Les ions spécifiques des hexoses, des
N-acethylhexosamines et de I'acide sialique ont été recherchés mais les spectres obtenus
(figure 15) montrent qu'aucun ion correspondant a un de ces sucres n’est détecteé sur les
protéines CP ou RT* du CABYV. Ces résultats sont en accord avec les analyses par MAL-
DI-TOF et nano LC-MS/MS et suggerent qu’aucun résidu glycosylé n’est présent sur les

protéines de structure du CABYV.

Une étude similaire de spectrométrie de masse par MALDI-TOF a été réalisée sur
les protéines de structure du TuYV. Les résultats obtenus, combinés sur la figure 16,
montrent que 4 des 5 sites potentiels de N-glycosylation sur la séquence des protéines
de structure du TuYV sont couverts par les peptides trypsiques lors de I'analyse par
MALDI-TOF ou par nano LC-MS/MS. Seul un site (NRT) localisé dans la séquence de la
CP (49-51) n’a pas pu étre couvert par ces analyses de spectrométrie de masse ce qui
laisse une incertitude quand a la présence d'un glycane a cette position. On remarque

également que ces analyses de spectrométrie de masse suggerent un site de coupure de
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Couverture obtenue en spectrométrie de masse sur les protéines

structurales du TuYV. Les protéines structurales du TuYV ont été extraites a
partir d'un gel SDS-PAGE chargé avec une suspension de virus purifié. (A) En
rouge, peptides trypsiques identifiés par MALDI-TOF. (B) En rouge, peptides
trypsiques identifiés par nano-LC-MS/MS. Les sites potentiels de glycosylation sont
soulignés. La séquence DE, tres conservée chez les membres des Luteoviridae est
entourée. Y grisé: position du codon stop de la CP.



la RT localisé en aval du motif « DE ». Dans le cas du TuYV, le dernier acide détectable
sur la séquence de la RT* est la Lysine en position 437 (résultat obtenu au cours de 3

séquengages sur les 3 réalisés).

Il - Analyse de la phosphorylation des protéines de
structure des polérovirus

A - Analyse in silico

Des études réalisées au laboratoire par Sylvaine Boissinot ont montré une interac-
tion dans la levure, grace au systéme du double hybride, entre la sous-unité régulatrice
de la caséine kinase II (CK2) et les protéines de structure du CABYV (CP et RT*). Cette
interaction a également été observée avec les protéines correspondantes chez le TuYV.
La CK2 est constituée d’'un tétramere formé de deux sous-unités a portant le domaine
catalytique de la kinase, et de deux sous-unités 3 correspondant a I'activité régulatrice
de cette enzyme. Contrairement a la majorité des autres kinases, les deux sous-unités a
sont actives méme en absence des sous-unités régulatrices. L’association en tétramere
peut avoir, en fonction du substrat, soit un effet positif, soit un effet négatif sur la phos-

phorylatlon [Filhol et Cochet, 2009].

La CK2 est une protéine ubiquitaire pour laquelle plusieurs centaines de substrats
sont décrits [Meggio et Pinna, 2003] Ces substrats sont principalement impliqués dans la trans-
duction du signal, dans le contréle de la transcription, dans la prolifération cellulaire et
dans différentes étapes du développement. Certains pathogenes tels que les virus ani-
maux et certains phytovirus possedent des protéines phosphorylées par cette kinase.
C’est notamment le cas du Potato virus A (PVA, Potyvirus) dont la CP est phosphorylée
par la CK2. Cette modification jouerait un réle dans le mouvement du virus de cellule a
cellule et aussi a longue distance [lvanov, Puustinen et al, 2003], Jn autre exemple de phosphory-
lation par la CK2 concerne la protéine de mouvement du Tomato mosaic virus (ToMV)
[Matsushita, Ohshima et al, 2003], Dans ce dernier cas cependant, le réle de la phosphorylation de
la protéine de mouvement ne serait pas directement lié au mouvement du virus de cel-
lule a cellule car la région phosphorylée peut étre délétée sans affecter la dispersion du

virus dans la plante [Watanabe, Ogawa et al., 1992]
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Sites potentiels de phosphorylation

Dansla CP Dans la RT
BChV 1(87) 10 (243, 249, 269, 310, 384, 451, 572, 586, 592, 634)
CABYV 2 (59, 84) 10 (280, 429, 451, 458, 471, 519, 548, 571, 585, 635)
12 (253, 320, 394, 423, 435, 459, 472, 493, 495, 497,

CYDV 3 (64, 89, 171)
499, 525)
MABYV 1(84) 9 (278, 427, 451, 472, 480, 486, 545, 587, 631)

PEMV-1 1(155) 2 (417, 490)

LRy ) (6. 172 14 (212,316, 332, 414, 419, 458, 487, 517, 548, 554,
(92, 174) 572, 586, 592, 663)

TuYv 1(87) 243,249, 269, 310, 384, 451, 520, 572, 586, 592, 634)

72 5 (123, 258, 299, 342, 380) -

Tableau 5 : Nombre et localisation des sites potentiels de phosphorylation par la
caséine kinase 2 sur les protéines structurales des différents virus. Entre
parenthéses la position de la sérine ou thréonine potentiellement phosphorylée.

Bleu de Coomassie ProQ Diamond Rapport

Témoin négatif: BSA 32357 222 6,9
positif: ovalbumine 33738 803 23,8

CcP GFLV 22299 94 4,2
TuYV 44176 244 5,5

PEMV 43672 98 2,2

BWYV 40838 191 4,7

CABYV 36044 161 4,5

Tuyv 22375 68 3,0

PEMV 23868 83 3,5

BWYV 9800 20 2,0

CABYV 13001 13 1,0

Tableau 6 : Analyse de la phosphorylation des protéines de structure des différents
virus avec le kit Pro-Q Diamond. Quantification de l'intensité par mm? des
bandes avec le logiciel Quantity One et détermination du rapport (intensité de la
coloration au ProQ Diamond*100/ intensité de la coloration au bleu de
Coomassie).
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Figure 17 : Détection des résidus phosphorylés sur les protéines structurales de
différents virus avec le kit Pro-Q Diamond. De 3 a 16 pg de chacun des virus
purifiés ont été déposés sur un gel SDS-PAGE a 10 % de polyacrylamide. (A) Le gel
a été incubé avec le réactif Pro-Q Diamond qui permet de mettre en évidence les
phosphoprotéines. (B) Coloration avec le bleu de Coomassie afin de vérifier la
charge virale dans chacune des pistes. CP : Protéine majeure de capside ; RT *:
Protéine de readthrough. La taille en kDa des protéines du marqueur de poids
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L’existence d’une interaction entre la sous unité régulatrice de la kinase et les pro-
téines virales pourrait potentiellement conduire a la phosphorylation des protéines de
structure du CABYV et du TuYV dans le cas ou la sous-unité catalytique de la kinase se-
rait ultérieurement ajoutée au complexe. Afin d’évaluer cette possibilité, nous avons re-
cherché la présence de résidus phosphorylés sur les protéines de structure du CABYV.

Un certain nombre d’expériences a également été réalisé avec le TuYV.

La séquence consensus de phosphorylation par la CK2 est la suivante : S/T-X-X-
D/E ou « X » représente n'importe quel acide aminé excepté la proline. La phosphoryla-
tion par la CK2 consiste en 'ajout d’'un groupement phosphate au niveau du groupement
hydroxyle d'une sérine ou d'une thréonine. Les sites potentiels de phosphorylation ont
été recherchés grace au logiciel ScanProsite sur les séquences des protéines de structure
de différents polérovirus (tableau 5). Alors que les sites de phosphorylation sont au
nombre de un a trois sur la séquence de la CP, ils sont beaucoup plus nombreux sur la

séquence du DRT puisqu’on en dénombre de neuf a quatorze.

B - Détection des résidus phosphorylés sur les protéines de struc-

ture des polérovirus par approche biochimique

La premiere approche pour détecter la présence de résidus phosphorylés sur les
particules virales du CABYV a été 'utilisation du kit ProQ Diamond (Invitrogen). Ce kit,
permet une détection spécifique des résidus phosphorylés grace a un réactif fluorescent.
Il a été testé sur les préparations virales purifiées de plusieurs virus appartenant a la
famille des Luteoviridae : le Pea enation mosaic virus (PEMV, Enamovirus), le Turnip yel-
lows virus (TuYV, Polerovirus), et le CABYV. Le Grapevine fanleaf virus (GFLV) apparte-
nant au genre Nepovirus dans la famille des Comoviridae a également été utilisé dans

cette expérience.

Apres séparation des protéines de structure de chacun des virus sur un gel SDS-
PAGE, le gel a été incubé dans un bain contenant le colorant spécifique des phosphopro-
téines. La figure 17A montre qu’'un signal fluorescent est observé pour chacune des pro-
téines structurales analysées. Afin d’évaluer la spécificité du signal obtenu avec les pro-
téines virales, celui-ci a été comparé aux signaux émis par un témoin négatif (protéine
BSA qui est non phosphorylée) et un témoin positif (ovalbumine qui est fortement phos-
phorylée). Le ratio entre la quantité de protéines déposées sur le gel (apres coloration

au bleu de Coomassie) et le signal obtenu apres coloration au ProQ Diamond (tableau 6),
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Figure 18 : Couverture peptidique obtenue par spectrométrie de masse (MALDI-TOF)
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sur les protéines structurales du CABYV. Les protéines structurales du CABYV
ont été extraites a partir d'un gel SDS-PAGE chargé avec une suspension de virus
purifié. Les sites potentiels de phosphorylation sont soulignés. En rouge les
peptides trypsiques détectés en spectrométrie de masse. Y grisé: position du codon
stop de la CP.
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Figure 19 : Couverture peptidique obtenue par spectrométrie de masse (MALDI-TOF)

sur les protéines structurales du TuYV. Les protéines structurales du TuYV ont
été extraites a partir d'un gel SDS-PAGE chargé avec une suspension de virus
purifié. Les sites potentiels de phosphorylation sont soulignés. En rouge les
peptides trypsiques détectés en spectrométrie de masse. Y grisé: position du codon
stop de la CP.



montre que les protéines structurales des virus analysés (PEMV, CABYV, TuYV, TuYV et
GFLV), ne semblent pas porter de résidus phosphorylés puisque le ratio obtenu pour ces

protéines virales est inférieur a celui du témoin négatif.

C - Détection des résidus phosphorylés sur les protéines de struc-

ture des polérovirus par spectrométrie de masse

Afin de compléter cette recherche des résidus phosphorylés sur les protéines de
structure des polérovirus, une analyse par spectrométrie de masse a été réalisée en col-
laboration avec Jean-Marc Strub du Laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-
Organique du CNRS de Strasbourg. Cette étude a été réalisée au départ pour rechercher
les résidus glycosylés sur les protéines de structure des virus mais les résultats obtenus
ont été analysés afin d’identifier la présence de potentiels résidus phosphorylés. Cette

analyse a porté a la fois sur les protéines de structure du CABYV et du TuYV.

La figure 18 montre la couverture peptidique par spectrométrie de masse de la sé-
quence des protéines de structure du CABYV. Nous remarquons que les peptides tryp-
siques portant les sites potentiels de phosphorylation du CABYV sont détectés comme
étant non modifiés ce qui suggere qu’aucun de ces sites ne porte de résidus phosphory-
lés. 1l faut cependant ajouter que les 8 sites potentiels de phosphorylation localisés dans
la partie C-terminale du DRT, qui n’est pas présente dans les préparations de virus puri-

fié, n’ont pu étre analysés par cette approche.

Des résultats similaires (figure 19) ont été obtenus avec le TuYV puisque I'analyse
par spectrométrie de masse permet de couvrir la totalité des sites potentiellement
phosphorylés sur les protéines structurales de ce virus. Les six sites potentiels de phos-
phorylation localisés dans la partie C-terminale du DRT ne sont cependant pas couverts

dans cette analyse.

Les résultats obtenus par spectrométrie de masse nous permettent de montrer
que les virions du CABYV ou du TuYV ne portent aucun résidu phosphorylé. Par contre,
il ne nous est pas possible de conclure quant-a la phosphorylation de la RT complete
dans les plantes. Il semblerait donc que l'interaction observée dans la levure entre la
sous-unité régulatrice de la CK2 et les protéines structurales des virus n’ait pas pour
objet, dans la plante, de phosphoryler ces protéines. Nous pouvons envisager que cette

interaction permettrait de détourner la sous unité régulatrice de la CK2 de sa voie fonc-
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Figure 20 : Zones ciblées par le VIGS dans les séquences des sous-unités B de la CK2. Alignement
des séquences nucléotidiques des génes CKB1, CKB2, CKB3 et CKB4 d’A. thaliana. En
rouge, la séquence introduite dans le TRV 4, et en bleu celle introduite dans le TRV, ,.



1) Evaluation de I'efficacité du VIGS

Afin d’évaluer l'efficacité de la technique du VIGS pour diminuer I'expression du
gene codant pour la CKB2, nous avons procédé a une RT-PCR semi-quantitative sur les
plantes inoculées avec les TRV recombinants 3 semaines apres I'agroinoculation. La sé-
quence de la CKB2 amplifiée par RT-PCR est localisée a I'extérieure de la séquence in-
troduite dans le virus recombinant pour discriminer la séquence virale de 'ARNm de la

CKB2.

Comme nous pouvons le voir sur la figure 214, aucune différence d’accumulation
de 'ARNm de la CKB2 n’est observée entre les plantes silencées avec le TRV4qp et les
plantes non silencées. A 'inverse, nous observons une baisse de I'expression du géne
CKB2 dans les plantes inoculées avec le TRV172 (figure 21B). Alors qu'un signal corres-
pondant a ’ARNm de la CKB2 est visible apres 20 cycles d’amplification sur les ARN ex-
traits des plantes silencées, le méme signal est observé seulement apres 10 cycles chez 4

des 5 plantes non silencées.

2) Accumulation virale dans les plantes silencées

Afin d’analyser I'effet du « silencing » du gene CKB2 sur 'accumulation du virus
dans les plantes, nous avons inoculé les plantes, 10 jours apres induction du « silen-
cing », avec le CABYV ou le TuYV en utilisant des pucerons viruliferes. Trois semaines
apres l'inoculation, 'accumulation des virus a été analysée par ELISA. Le tableau 7 ne
montre aucune différence d’efficacité de transmission par puceron du TuYV ou du CA-
BYV sur les plantes silencées (« silencing » induit avec le TRV172) ou non silencées (ino-
culées avec le TRV seul ou le TRV40). Ainsi, la réduction d’accumulation de '’ARNm de la
CKB2 dans les plantes silencées ne semble pas avoir d’effet sur le taux d’inoculation du
virus par les pucerons. De plus, aucune différence significative d’accumulation des virus
dans les plantes silencées par rapport aux plantes non silencées n’est également visible
pour chacun des virus testés. Ceci montre que la plus faible synthese de '’ARNm de I'un
des quatre genes codant pour les sous-unités régulatrices de la CK2 dans les plantes si-
lencées avec la construction TRV17;2 n’influe pas sur 'accumulation des polérovirus dans
les plantes. Ce résultat est facilement explicable par la redondance des genes codant
pour les deux sous-unités régulatrices de cette enzyme qui assurent probablement des

fonctions similaires.
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Figure 21 : Inhibition de I'’expression de 'ARNm de la CKB2 apres induction du VIGS
avec les constructions TRV,,, (A) et TRV,,, (B). Une RT-PCR semi-quantitative
a été réalisée a partir des ARN totaux extraits 3 semaines aprés I'agroinfection des
plantes d’A. thaliana avec les différentes constructions. 10, 15, 20 et 25 cycles de
PCR ont été réalisés a partir des ADNc. Un fragment de 172 pb de '’ARNm du géne
CKB2 a été amplifié dans les plantes silencées par la construction TRV, alors
qu’un fragment de 400 pb du méme ARNm a été amplifié aprés le silencing avec la
construction TRV;,,. Les fragments PCR ont été analysés sur un gel d’agarose
apreés coloration au BET.



Taux d'infection

Taux d'infection DO % Ecart-type DO * Ecart-type

WT 10/10 1,63+0,27 10/10 2,39+ 0,49

WT + TRV 9/10 1,61+ 0,65 10/10 2,48 +0,47
WT + TRV, 10/10 1,40+ 0,35 9/10 2,09+ 0,42
WT + TRV, ,, 10/10 1,68 + 0,35 9/10 2,48+ 0,43

Tableau 7 : Comportement du CABYV et du TuYV dans les plantes silencées avec la
construction TRV,,,. Dix jours aprés linoculation des plantes avec les
constructions TRV;,,, TRV,,, ou TRV non recombinant, 20 pucerons viruliferes
(porteurs du CABYV ou du TuYV) ont été déposés sur ces plantes qui ont été
analysées par DAS-ELISA 3 semaines apreés. Le taux d'infection (nombre de plantes
infectées / nombre de plantes inoculées avec des pucerons viruliféres) ainsi que
I'accumulation du virus sont présentés. DO : densité optique a 405 nm.

Taux de transmission DO % Ecart-type

WT 10/10 053 + 0,10 10/10 0,76 + 0,13

WT + TRV 9/10 0,47 + 0,07 7/7 0,73+0,13
WT + CKB,,, 10/11 0,52 + 0,04 9/10 0,66 + 0,15
WT + CKB,, 9/9 0,52 + 0,08 10/10 0,70 + 0,17

Tableau 8 : Transmission du CABYV et du TuYV a partir de plantes silencées avec la

construction TRV,,,. Les plantes inoculées avec les constructions TRV172,
TRV400, ou TRV non recombinant et infectées avec le CABYV ou le TuYV ont servi
de source virale pour l'acquisition du virus par les pucerons (AAP de 48h pour le
CABYV et de 24h pour le TuYV). Les pucerons ont ensuite été transférés sur des
plantes tests (A. thaliana) a raison de 10 pucerons/plante test pour le TuYV et 20
pucerons/plante test pour le CABYV. Les plantes tests ont été analysées par DAS-
ELISA 3 semaines apreés. Le taux de transmission (nombre de plantes infectées /
nombre de plantes inoculées avec des pucerons viruliféeres) ainsi que
I'accumulation du virus dans les plantes tests sont présentés. DO : densité optique
a 405 nm.

Taux de transmission DO * Ecart-type



3) Analyse de la transmissibilité

Les plantes silencées ou non et infectées avec le TuYV ou le CABYV ont ensuite
servi de source virale dans des expériences de transmission par puceron afin d’évaluer
le role de la sous unité régulatrice de la CKB2 dans 'acquisition du virus par le vecteur.
Apres une période d’acquisition du virus de 24 h pour le TuYV ou de 48 h pour le CABYV,
les pucerons ont été déposés sur des plantes tests qui ont été analysées 3 semaines plus
tard par ELISA. Aucune différence dans l'efficacité de transmission des virus (taux de
transmission variant entre 90 % et 100 %) ni dans I'accumulation des virus dans les

plantes tests n’a été observée dans les différentes conditions (Tableau 8).

II1 - Role de la P90 dans la transmission du CABYV par
puceron

Dans les paragraphes[-D - 1) et1- D - 2), nous avons montré qu'une protéine de
plante, qui se retrouve de maniere reproductible dans les suspensions virales purifiées
du CABYV ainsi que du TuYV, porte des N-glycanes de type oligomannosidique ainsi que
des glycanes complexes. L'effet de la déglycosylation sur la transmission du TuYV par
puceron, que nous attribuions a un effet direct sur les virions, pourrait étre dii a un effet
indirect sur cette protéine glycosylée co-purifiant avec les particules virales. Afin de tes-
ter cette hypothese, nous avons réalisé des expériences préliminaires pour analyser la
capacité de cette protéine de se lier aux virions et d’influencer leur transmissibilité par

puceron.

Le séquencgage partiel sur 77 acides aminés de la protéine de 90 kDa extraite de
Montia perfoliata a révélé de fortes similarités avec une a-glucosidase de Solanum tube-
rosum (77 %) et une a-xylosidase d’A. thaliana (68 %) [Munsch, 2004] ' deux enzymes appar-
tenant a la famille des glycosyl-hydrolases. Il a été montré que I'activité a-glucosidase
était deux a trois fois plus stimulée chez M. perfoliata infectée par le TuYV ou le CABYV
alors que chez A. thaliana, c’est I'activité -xylosidase qui est perturbée apres infection
par le TuYV [Munsch, 2004 hjen que cet effet soit variable selon I'accession d’A. thaliana
(stimulation ou répression de l'activité). Par similitude avec les protéines appartenant a
la famille des glycosyl-hydrolases, cette enzyme aurait une localisation pariétale, bien
que les résultats de localisation cellulaire de I'a-glucosidase suggerent également une

localisation cytoplasmique dans les cellules phloémiennes de M. perfoliata Munsch, 2004],
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Les enzymes appartenant a la famille des glycosyl-hydrolases interviennent principale-
ment dans le métabolisme des polysaccharides de la paroi cellulaire, mais aussi dans la
maturation des N-glycanes [Minic, Jamet et al, 2007] [’application d’inhibiteurs de I'a-
glucosidase sur des plants de M. perfoliata ne semble pas avoir d’effet sur I'accumulation
du virus dans les plantes ainsi que sur la transmissibilité des virions par puceron. Seules
les plantes tests inoculées a partir de virus acquis sur les plantes traitées développent
des symptomes plus tardifs comparées aux plantes tests inoculées a partir des plantes

témoins non traitées [Munsch, 2004],

Afin de compléter ces études, nous avons tenté d’analyser la capacité de la pro-
téine P90 de se lier aux particules virales par différentes approches telles que
I'immunoprécipitation et I'IC-RT-PCR. Nous avons également réalisé des expériences
d’inhibition de la transmission en présence d’anticorps spécifiques de la P90 et enfin,
nous avons étudié le comportement du CABYV dans un mutants d’insertion d’A. thaliana

portant une mutation dans le géne codant pour une (3-xylosidase.

A - Immunocapture des particules virales avec des anticorps diri-
gés contre la P90
Afin de mettre en évidence une interaction potentielle entre la P90 et les parti-
cules virales du CABYV ou du TuYV, nous avons réalisé des expériences
d'immunocapture des virions en utilisant des anticorps dirigés contre la P90. Les anti-
corps dirigés contre la P90 nous ont été fournis par O. Lemaire. IIs ont été obtenus apres
immunisation de lapin a partir de P90 extraite de gel SDS-PAGE. Pour tenter de mettre
en évidence la présence de complexes entre la P90 et le TuYV, le mélange a été incubé en
présence de protéine A sépharose et les particules virales potentiellement présentes
dans les complexes ont été recherchées par western blot. Les expériences ont été répé-
tées en incubant les virions avec des anticorps dirigés contre la CP du TuYV (témoin po-
sitif) ou des anticorps pré-immuns (témoin négatif). Comme le montre la figure 22, une
réaction aspécifique en présence du sérum pré-immun ne nous permet pas de conclure
quant a une interaction entre la P90 et les particules du TuYV. Malgré de nombreuses

tentatives, nous n’avons pas réussi a éliminer cette réaction aspécifique.

Pour analyser l'interaction entre la P90 et les particules du CABYV, nous avons
donc utilisé la technique de I'IC-RT-PCR qui a consisté a déposer dans des tubes les vi-

rions du CABYV apres avoir réalisé un « coating » avec les anticorps anti-P90. La pré-
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Figure 22 : Recherche d’une interaction p90-TuYV par immunocapture des virions en
présence d’anticorps dirigés contre la p90 suivi d'un Western-blot. Les particules
virales du TuYV ont été mises en présence d’anticorps anti-CP, anti-p90, ou en
présence de sérum pré-immun avant d’étre incubées avec la protéine A sépharose. Les
complexes formés ont ensuite été dissociés sur un gel SDS-PAGE et les protéines
transférées sur une membrane de nitrocellulose ont été incubées avec des anticorps
anti-p90. *: réaction due a l'interaction entre la chaine lourde des IgG et I'anticorps
secondaire. La taille en kDa des protéines du marqueur de poids moléculaire est
indiquée.
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Figure 23 : Recherche d’une interaction p90-CABYV par immunocapture des virions en
présence d’anticorps dirigés contre la p90 suivie d’'une RT-PCR. Des anticorps
anti-CABYV, anti-p90 et du sérum pré-immun ont été mis en présence d'une
suspension de CABYV purifié. Aprés plusieurs lavages, le génome du CABYV a ensuite
été recherché par RT-PCR. Le fragment attendu de 601 pb (fleche) a été visualisé sur
un gel d’agarose apres coloration au BET.



sence du virus a ensuite été recherchée par RT-PCR. Les tubes ont parallelement été re-
couverts avec un antisérum dirigé contre le virus (@CAVYV) ou un sérum pré-immun.
Malheureusement, la présence d’une réaction aspécifique en présence du sérum pré-
immun (figure 23) ne nous permet pas, encore une fois, de conclure quant a une interac-

tion entre les particules du CABYV et la protéine P90.

Aucune de ces deux techniques en nous permet de conclure quant-a une interac-

tion entre la P90 et les deux virus étudiés.

B - Effet de I'incubation des virons avec les anticorps anti-P90 sur

la transmission du virus par puceron

Afin d’appréhender le réle de la P90 dans la transmission des virus par puceron,
nous avons réalisé des expériences de transmission du CABYV ou du TuYV mis en pré-
sence d’anticorps anti-P90 en utilisant A. thaliana comme plante test. Ces mélanges ont
été soumis aux pucerons pendant 24 h (TuYV) a 48 h (CABYV) puis les pucerons ont été
transférés sur des plantes tests qui ont été analysées trois semaines plus tard par ELISA.
Les résultats de transmission obtenus au cours de deux expériences et rassemblés dans
le tableau 9 pour le CABYV et la figure 24 pour le TuYV ne permettent pas de conclure
quant a 'implication de la P90 dans le processus de vection puisqu’aucune diminution
significative dans l'efficacité de transmission des virus n’est obtenue apres incubation
des virus avec les anticorps dirigés contre la P90. La seule différence est observée au
niveau des symptomes des plantes tests inoculées avec le TuYV (figure 24) : alors que
toutes les plantes inoculées avec des pucerons ayant acquis le virus seul développent
des symptdomes de rougissement trois semaines apres inoculation, seules 50 % au
maximum des plantes inoculées avec le virus préalablement incubé avec les anticorps

anti-P90 au 1/10¢me extériorisent des symptomes a cette date.

Cette absence de symptdme n’est pas corrélée avec une plus faible accumulation
du virus dans les plantes puisque toutes les plantes, avec ou sans symptdome, se sont ré-
vélées positives en ELISA (figure 25). Il faut rappeler que les plantes infectées avec le
CABYV n’extériorisent pas de symptomes, ou seulement des symptomes tres tardifs sur
les plantes infectées. Une telle observation n’a donc pas pu étre réalisée sur les plantes
tests infectées par ce virus. Le retard d’apparition des symptomes sur les plantes infec-
tées avec le TuYV pourrait provenir d’'une charge plus faible de virus délivrée au mo-

ment de I'inoculation par le puceron apres incubation du virus avec les anticorps dirigés
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Taux d’infection
@p90 au 1/508me 3/8 (37 %)
@p90 au 1/100%me 7/16 (44 %)
@p90 au 1/200%me 3/8 (37 %)
@p90 au 1/500%me 6/16 (38 %)
@p90 au 1/10002me 4/8 (50 %)
@CABYV 0/8 (0 %)
Sérum Pré-lmmun 4/8 (50 %)
Virus seul 7/14 (66 %)

Tableau 9 : Effet de I’'ajout d’anticorps anti-p90 au CABYV purifié sur la transmission
par puceron. Les pucerons ont été nourris pendant 48h sur une suspension de
CABYV purifié (80 ng/pl) mélangée a différentes dilutions des anticorps anti-p90
ou mis en présence du sérum anti-CABYV ou du sérum pré-immun. 20 pucerons
ont ensuite été transférés par plant test (M. perfoliata) qui ont été analysées 3
semaines plus tard par DAS-ELISA. Le taux d’infection représente le nombre de
plantes tests infectées / nombre de plantes inoculées par puceron. Entre
parentheéses, le pourcentage de plantes infectées.

Taux d’infection

@p90 au 1/10éme 8/8 (100 %)

@p90 au 1/50éme 8/8 (100 %)
@p90 au 1/5000&me 8/8 (100 %) H-
@TuYVv 8/8 (100 %) +-

Sérum Pré-lImmun 8/8 (100%)

WT 8/8 (100 %)

0% 20% 40% 60% 80% 100%

% de plantes présentant des symptomes

Figure 24 : Effet de I’ajout d’anticorps anti-p90 au TuYV purifié sur la transmission par
puceron et 'expression des symptomes sur les plantes tests. Les pucerons ont
été nourris pendant 24h sur une suspension de TuYV purifié (50 ng/ul) mélangée
a différentes dilutions des anticorps anti-p90 ou mis en présence du sérum TuYV
ou du sérum pré-immun. WT : sans anticorps. 10 pucerons ont ensuite été
transférés par plant test (M. perfoliata) qui ont été analysées 3 semaines plus tard
par DAS-ELISA. Le taux d’infection représente le nombre de plantes tests infectées
/ nombre de plantes inoculées par puceron. Entre parentheses, le pourcentage de
plantes infectées.

Le graphe représente I'expression des symptomes sur les plantes tests 3 semaines
aprés inoculation du virus. - : aucun symptome; +/- : symptomes sur une a deux
feuilles; + : symptdmes trés prononcés sur pratiquement toutes les feuilles.



contre la P90. Cette hypothese nécessiterait cependant une interaction spécifique entre
les virions et la protéine, interaction que nous n’avons pour l'instant pas pu confirmer. Il
est intéressant de noter qu'un tel phénomene de retard d’apparition des symptémes
avait également été observé sur les plantes tests lors d’expériences de transmission par
puceron lorsque les plantes sources avaient été traitées avec un inhibiteur de l'a-

glucosidase [Munsch, 2004],

C - Analyse du comportement du CABYV et du TuYV dans le mutant
d’insertion de la B-xylosidase 1 (mutant BxI1)

1) Caractérisation du mutant Bx11

Le réle potentiel de la B-xylosidase dans le cycle viral a été appréhendé en utilisant
un mutant d’insertion disponible dans les banques d’Arabidopsis et qui vise la (-
xylosidase 1 parmi les sept que I'on recense chez Arabidopsis. Le mutant sur lequel nous
avons travaillé est issu d’'une autofécondation d’'un mutant SALK du gene Bxl1. Apres
avoir extrait 'ADN génomique sur des plants d’Arabidopsis du mutant Bxl1, différents
couples d’amorces ont été utilisés pour mettre en évidence l'insertion du T-DNA qui se
situe principalement dans un exon mais qui chevauche également le premier intron.
Comme on peut le voir sur la figure 26, en utilisant des amorces s’hybridant de part et
d’autre du T-DNA, nous obtenons une amplification d’'une partie du gene de la (-
xylosidase 1 chez Col0 alors qu’aucune bande n’est observée chez le mutant. A I'inverse,
en utilisant des amorces qui s’hybrident d’'une part sur le géne et d’autre part sur le T-
DNA, seul un fragment est amplifié chez le mutant Bxl1 ce qui nous montre que ce mu-

tant homozygote possede bien une insertion du T-DNA dans le gene attendu.

2) Accumulation du CABYV et du TuYV dans le mutant Bxl1 et
transmissibilité par puceron a partir des plantes infectées
Nous avons ensuite suivi 'accumulation du TuYV et du CABYV par ELISA dans les
mutants Bxl1 apres inoculation par des pucerons viruliferes. Nous n’avons constaté au-
cune différence significative dans le taux d’infection des plantes par les deux virus, ni
dans l'accumulation virale dans les plantes (tableau 10). Lorsque ces plantes infectées
(Col0 ou BxI1) ont été utilisées comme source virale dans les expériences de transmis-
sion par puceron, nous n’avons pas observé de différence d’efficacité de transmission du

TuYV, celui-ci étant transmis a 100 % a partir des Col0 ou des BxI1 (tableau 11). Le CA-
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Figure 25 : Accumulation du TuYV dans les plantes tests de M. perfoliata inoculées

avec les pucerons ayant acquis le virus en présence d’anticorps anti-p90. Les
pucerons ont été nourris pendant 24h sur une suspension de TuYV purifié (50
ng/ul) mélangée a différentes dilutions des anticorps anti-p90 ou différentes
dilutions du sérum TuYV ou encore en présence du sérum pré-immun. WT : sans
anticorps. 10 pucerons ont ensuite été transférés par plante test (M. perfoliata) qui
ont été analysées 3 semaines plus tard par DAS-ELISA. DO des plantes tests a
405nm. TS : plante non inoculée.
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Figure 26 : Caractérisation génomique du mutant d’A. thaliana Bxl1. L’extraction d’ADN des

plantes Col0 d’A. thaliana ou du mutant Bxll a été réalisée selon la méthode
d’extraction de 'ADN au CTAB. Afin de caractériser l'insertion de 'ADN de transfert
(T-DNA) au niveau du géne Bxl1, nous avons cong¢u des oligonucléotides qui
s’hybrident, dans le gene Bxl1, de part et d’autre du site potentiel d’insertion du T-
DNA: Bx1R et Bx1L2. Nous avons aussi utilisé des oligonucléotides s’hybridant d'une
part sur la séquence du T-DNA (RBb1) et sur le géne Bxl1 (Bx1R). Les fragments PCR
attendus de 1618 pb (couple Bx1R et Bx1L2) et d’environ 900 pb (couple Bx1R et
RBb1) PCR ont été séparés sur un gel d’agarose coloré au BET.



BYV semble avoir un comportement différent puisque nous avons constaté une plus
faible efficacité de transmission du CABYV a partir des plantes mutantes Bxl1 (50 % de
transmission) comparé aux plantes Col0 infectées (100 % de transmission) (tableau 11).
De plus, I'accumulation du virus dans les plantes tests est plus faible lorsque les puce-
rons ont acquis le CABYV a partir des mutants Bxl1 qu’a partir des plantes Col0 infectées

(tableau 11).

Cet effet potentiel de la protéine P90 sur la transmissibilité du CABYV par puceron
a ensuite été évalué en nourrissant les pucerons sur une suspension virale purifiée enri-
chie en protéine P90. Pour ce faire, les fractions hautes d’un gradient de saccharose
chargé avec une purification du TuYV a partir de plants de M. perfaliata infectés et sup-
posées contenir la protéine P90 ont été récoltées. La protéine présente dans les fractions
a ensuite été concentrée a 'aide de centricons, visualisée par western blot (figure 27) et
quantifiée par un dosage par Bradford. Les différentes fractions contenant la protéine
ont ensuite été mélangées au virus dans le milieu nutritionnel pour les pucerons. Les
expériences de transmission ont été réalisées avec A. gossypii qui n’est pas vecteur du
TuYV et permet donc de s’affranchir d’'une contamination potentielle des préparations
de P90 par des particules virales du TuYV. Nous nous sommes volontairement placés
dans des conditions limitantes pour la transmission du CABYV en utilisant une solution
virale a 50 ng/ul. Pour information, une efficacité de transmission du CABYV de 80 a

100% est obtenue en utilisant une concentration virale de 100 ng/pl.

Les résultats du test de transmission (figure 28) ne montrent qu'une augmenta-
tion tres légere du taux de transmissibilité du CABYV en présence de certaines fractions
contenant la P90. Cette différence est cependant trop faible pour conclure définitive-
ment a un role de la P90 dans la transmission du CABYV par puceron. Ces résultats méri-
taient d’étre reproduits mais afin de travailler avec des suspensions plus homogénes de

P90, il faudrait envisager I'’expression de la protéine dans un systeme hétérologue.
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Taux d'infection2 DO + Ecart-type?  Taux d'infection DO  Ecart-type
12/12 (100 %) 1,21+0,33 12/12 (100 %) 1,98+0,21
14/14 (100 %) 1,83+0,74 12/12 (100 %) 2,05+0,35

Tableau 10 : Comportement du CABYV et du TuYV dans les mutants d’A. thaliana BxI11.
Les mutants d’A. thaliana BxI1 ainsi que les témoins Col0 ont été inoculées a raison
de 10 a 15 par pucerons viruliferes/plante. Les plantes inoculées par puceron ont
été analysées 3 semaines plus tard par DAS-ELISA. 2Le taux d’infection représente
le nombre de plantes infectées/nombre de plantes inoculées par puceron. Entre
parenthéses, le pourcentage de plantes infectées. PAccumulation du virus dans les
plantes. DO : densité optique a 405 nm.

Taux de transmission 2 DO + Ecart-type® Taux de transmission DO * Ecart-type

10/10 (100 %) 1,02 + 0,42 10/10 (100 %) 1,68 + 0,15
5/10 (50 %) 0,5+0,12 10/10 (100 %) 1,59 + 0,26

Tableau 11 : Transmission du CABYV et du TuYV a partir des mutants d’A. thaliana
BxI1 infectés. Aprés une acquisition de 48 h sur les plantes infectées par le CABYV
ou de 24h sur les plantes infectées par le TuYV, 10 (pour le TuYV) ou 20 (pour le
CABYV) pucerons ont été déposés sur les plantes tests (4. thaliana). Ces plantes
tests ont été analysées 3 semaines plus tard par DAS-ELISA. 2 Le taux de
transmission représente le nombre de plantes tests infectées/nombre de plantes
inoculées par puceron. Entre parenthéses, le pourcentage de plantes infectées.
bAccumulation du virus dans les plantes tests. DO : densité optique a 405 nm.
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Figure 27 : Obtention de protéines p90 a partir d'un gradient de saccharose. Les

100%
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fractions récupérées a partir du gradient de saccharose (derniere étape de la
purification du TuYV) ont été déposées sur des colonnes centricon (Millipore) afin
d’obtenir des suspensions de la protéine p90 concentrée. 15 pl de chacune des
fractions concentrées ont ensuite été séparés sur un gel SDS-PAGE puis la protéine
p90 a été recherchée par Western blot en utilisant les anticorps spécifiques. La
position de la p90 est indiquée a gauche. La taille en kDa des protéines du
marqueur de poids moléculaire est indiquée. Un extrait d’'une précédente
purification de TuYV a été déposée pour servir de témoin.
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Figure 28 : Effet sur la transmission par puceron de I'ajout de la protéine p90 a des

purifications virales de CABYV. Environ 20 ug de protéines p90 contenus dans
les fractions F13 a F18 ont été ajoutés au virus purifié (50 ng/ul). Les pucerons (4.
gossypii) ont acquis ce mélange pendant 48h avant d’étre déposés sur les plantes
tests (20 pucerons/plante) qui ont été analysées 3 semaines plus tard par DAS-
ELISA. Le graphe représente le nombre de plantes tests positives en
ELISA/nombre de plantes inoculées par puceron.






IV - Recherche de partenaires phloémiens du CABYV :
role des lectines dans le cycle viral et la transmis-
sion par puceron

Les polérovirus, tel que le CABYV, sont strictement confinés aux cellules du
phloeme et sont acquis par le puceron a partir du pool de particules virales s’accumulant
dans les tubes criblés. Ainsi, il a été avancé I'hypothese que toute protéine de I'hdte ca-
pable de se lier dans les tubes criblés aux particules virales des polérovirus serait ac-
quise en méme temps que les virions et pourrait donc jouer un réle dans la transmission
du virus par puceron. De la méme maniére, étant donné que les virions sont supposés
étre les entités virales se déplacant a longue distance dans les tubes criblés, ces pro-
téines de I'hote pourraient également assister le virus pour son passage des tubes cri-
blés vers les cellules compagnes ou vers les cellules du parenchyme phloémien. Des ex-
périences antérieures réalisées au laboratoire pour rechercher les protéines présentes
dans la seve des cucurbitacées capables de fixer les particules du CABYV in vitro (tech-
nique du far-western blot) ont montré la capacité de plus d’'une vingtaine de protéines
de se lier aux particules du CABYV parmi lesquelles seules huit ont pu étre identifiées
par spectrométrie de masse. Ces protéines sont principalement des protéines de défense
de la plante. On trouve notamment les deux lectines majoritaires dans la seve des cucur-
bitacées, la CsLec17 et la CsLec26 appartenant a la famille des Phloem Protein 2 (PP2).
Les travaux de I’équipe se sont principalement focalisés sur ces deux protéines car elles
sont connues pour étre mobiles dans les tubes criblés [Golecki, Schulz et al, 1999] 'particularité
qui peut étre intéressante pour le mouvement du virus dans la plante mais aussi pour la
transmission par puceron. On peut en effet supposer que le puceron ingere plutét des
particules libres dans les tubes criblés (donc potentiellement liées a des protéines qui
elles aussi sont libres dans la seve) plutét que des virions adsorbés le long de la mem-
brane de ces cellules. De plus, il a été montré que ces lectines phloémiennes sont ca-
pables de se lier a différents ARN viraux et viroidaux [Gémez et Pallds, 2001; Owens, Blackburn et al,
2001] permettant potentiellement d’assurer leur déplacement dans les tubes criblés. Une
fois encore, cette faculté pourrait intervenir dans le mouvement du virus, sous une
forme ribonucléoprotéique, dans la plante. Nous nous sommes également intéressés a

ces protéines car I'hypothese primaire de ce travail de thése était que les virions des
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Taux d’infection

16/16 (100 %) 0,84 + 0,05
10/10 (100 %) 0,92 + 0,07
10/10 (100 %) 0,92 + 0,04
10/10 (100 %) 0,87 + 0,07
10/10 (100 %) 0,84 + 0,08

Tableau 12 : Comportement du TuYV dans les mutants d’A. thaliana affectés dans
I'expression de la At-PP2-A1. Apres une acquisition du TuYV a partir de virus
purifié pendant 24 h, 5 a 10 pucerons ont été transférés sur les mutants d’A.
thaliana (F11-1-2 et F11-7-4) qui ont été analysés 3 semaines plus tard par DAS-
ELISA. Le taux d’infection représente le nombre de plantes infectées/nombre de
plantes inoculées par puceron. Entre parenthéses, le pourcentage de plantes
infectées. DO : densité optique a 405 nm. EC: Ecart type.

Taux de transmission DO + EC

6/6 (100 %) 1,28 + 0,14
5 puc/pl 6/6 (100 %) 1,63+ 0,09
10 puc/pl 6/6 (100 %) 1,56+ 0,46
5 puc/pl 8/8 (100 %) 1,52+0,36
10 puc/pl 4/4 (100 %) 1,28 £ 0,37

Tableau 13 : Taux de transmission du TuYV a partir des mutants d’A. thaliana affectés
dans l'expression de la At-PP2-A1 et infectés par le virus. Les pucerons ont
acquis le TuYV pendant 24h sur les plantes mutantes infectées (F11-1-2 ou F11-7-
4).5 a 10 pucerons ont ensuite été transférés sur les plantes tests (4. thaliana) qui
ont été analysées 3 semaines plus tard par DAS-ELISA. Le taux de transmission
représente le nombre de plantes tests infectées/nombre de plantes inoculées par
puceron. Entre parenthéses, le pourcentage de plantes infectées. DO : densité
optique a 405 nm ; EC : écart-type



polérovirus étaient glycosylés ce qui aurait pu expliquer leur capacité de se lier a ces

lectines.

Les travaux de la validation fonctionnelle de cette interaction entre particules du
CABYV et lectines phloémiennes observée in vitro n’ont pas été conduits chez le con-
combre mais chez A. thaliana en utilisant les protéines orthologues a savoir 'At-PP2-A1
pour la CsLec26 et I’At-PP2-A2 pour la CsLecl7. Des expériences de transmission par
puceron en présence de ces deux protéines purifiées ont montré la capacité de ces pro-

téines a stimuler la transmission du CABYV et du TuYV par puceron [Bencharki, 2010],

Mon travail a donc consisté a poursuivre 'analyse fonctionnelle de ces lectines en
étudiant le comportement des polérovirus dans des mutants d’A. thaliana mutés dans
I'expression du gene de ’At-PP2-A1. J’ai également mené plusieurs expériences desti-
nées a comprendre le mécanisme permettant a ces protéines de stimuler la transmission

des polérovirus par puceron.

A - Etude du comportement des polérovirus dans des mutants d’A.

thaliana affectés dans l'expression du géne de I’At-PP2-A1

Afin d’analyser 'effet que pourrait avoir une réduction de la synthese de I’At-PP2-
A1 sur le cycle viral des polérovirus, nous avons suivi 'accumulation du TuYV et du CA-
BYV dans des lignées mutantes obtenues par ARN interférence d’A. thaliana ou
I'accumulation des transcrits codant pour la protéine At-PP2-A1 est réduite de 50 a
80 % par rapport a la lignée sauvage Col0 d’A .thaliana [Beneteau], 2009] Ces lignées ont été
obtenues dans I'équipe de Sylvie Dinant (INRA Versailles) aprés introduction dans A.
thaliana d’'une structure en tige boucle correspondant au gene de I'’At-PP2-A1. Ces li-
gnées présentent des phénotypes altérés avec un plus faible pourcentage de germina-
tion, des cotylédons sur- ou sous-numéraires, un motif vasculaire des cotylédons anor-

mal et une altération au niveau des feuilles.

1) Accumulation des virus dans les mutants d’A. thaliana

Plusieurs lignées de plantes, présentant toutes une plus faible expression de la
protéine At-PP2-A1, ont été inoculées par puceron avec les virus. Alors que les deux li-
gnées testées vis-a-vis du TuYV sont infectées avec un taux identique a celui des plantes
Col0 (tableau 12), nous avons observé, pour le CABYV (figure 29A) des taux d’'infection

différents entre les lignées mutantes. En effet, alors que le taux d’infection des mutants
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A Taux d’infection 2
38/72 (53 %) 0,93 +0,31
11/38 (29 %) 0,51+0,11
17/36 (47 %) 0,96 £ 0,35
12/36 (33 %) -
19/34 (55 %) 0,77 £0,27
B Taux de transmission
17/17 (100 %)
10/15 (66 %)
3/6 (50 %)
9/18 (50 %)
C 4

3,5
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Figure 29 : Comportement du CABYV dans les mutants d’A. thaliana affectés dans
I'expression de I’At-PP2-A1 et taux de transmission du CABYV a partir des
mutants affectés dans lI'expression de I'’At-PP2-A1 et infectés (A) Aprés une
acquisition du CABYV a partir de plantes infectées pendant 48 h, 10 pucerons ont été
transférés sur les mutants d’A. thaliana (F11-1-2, F11-7, F11-7-4 et F11-3-7) qui ont
été analysés 3 semaines plus tard par DAS-ELISA. 2Résultats combinés de plusieurs
expériences. Le taux d’infection représente le nombre de plantes infectées/nombre de
plantes inoculées par puceron. Entre parentheses, le pourcentage de plantes infectées.
bA titre d’exemple, accumulation du CABYV au cours d’'une expérience. DO : densité
optique a 405 nm. EC: Ecart type. (B) Les pucerons ont acquis le virus pendant 48h
sur les plantes infectées puis 20 pucerons ont été transférés sur les plantes tests (4.
thaliana) qui ont été analysées 3 semaines plus tard par DAS-ELISA. Le taux de
transmission représente le nombre de plantes infectées/nombre de plantes inoculées
par puceron. (C) Accumulation du CABYV dans les plantes tests 3 semaines apres
I'inoculation par puceron. Moyenne de 3 a 17 plantes infectées (voir B).



F11-7 et F11-3-7 (de 47 % a 55 %) est similaire aux plantes Col0 (53 %), le taux
d’infection des mutants F11-1-2 et F11-7-4 par le CABYV est réduit (29 % et 33 % res-
pectivement). Dans les plantes infectées par le TuYV, aucune différence significative de
I'accumulation n’est observée (tableau 12) alors qu'une tres grande variation dans les
valeurs de DO entre plantes d'une méme lignée et entre les expériences a été observée
chez les plantes mutantes infectées par le CABYV. En raison de ces fortes variations de
DO, aucune différence significative d’accumulation du CABYV n’a été observée entre les
mutants F11-7, F11-7-4 et F11-3-7 et les plantes Col0. Seule la lignée F11-1-2 se com-
porte difféeremment des autres puisqu’ une diminution de l'accumulation du CABYV

semble se produire de maniere reproductible dans ces plantes (figure 29A).

2) Transmissibilité des virus par puceron a partir des mutants
d’A. thaliana
A partir des plantes mutantes d’A. thaliana infectées, nous avons réalisé des tests
de transmission par puceron afin d’analyser I'effet de la réduction de la synthese de I'At-
PP2-A1 sur la transmission du virus. Lorsque les plantes mutantes ont servi de source
pour la transmission du TuYV, aucune différence d’efficacité de transmission n’a été ob-
servée par comparaison avec une acquisition du virus sur les plantes Col0 infectées (ta-

bleau 13).

Lorsque les mutants affectés dans I'expression de ’At-PP2-A1 infectés par le CA-
BYV ont servi de source virale dans les expériences de transmission, nous avons observeé
une plus faible transmissibilité du virus (100 % de transmission a partir de Col0 et 50 a
66 % de transmission a partir des mutants de '’At-PP2-A1) (figure 29B). Aucune diffé-
rence dans I'accumulation du virus dans les plantes tests n’a cependant été observée
(figure 29C). Les tests de transmission n’ont malheureusement pas pu étre réalisés avec
le mutant F11-7-4, celui ayant un phénotype trop altéré qui entraine une mort rapide
des plantes. Cette diminution de la transmissibilit¢é du CABYV a partir des mutants
d’expression de I’At-PP2-A1 pourrait étre attribuée a une accumulation plus faible des
virus dans les plantes puisque nous n’avons pas pu, par DAS-ELISA, quantifier avec pré-

cision le niveau d’accumulation du virus dans les plantes.
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Taux de transmission
CABYV (50ng/ul) 0/10 (100 %) -
+ At-PP2-A1 (330ng/ul) 9/10 (90 %) 2,51+£0,50
+At-PP2-A1 (660ng/pl) 8/10 (80 %) 2,49+0,34
+BSA 10/10 (100 %) 2,51+0,31
+At-PP2-A1+BSA 8/10 (80 %) 2,84+ 0,40
+Lysozyme 9/10 (90 %) 2,48 + 0,49
+At-PP2-A2 (330ng/pl) 10/10 (100 %) 2,65+ 0,37
+At-PP2-A2 (660ng/pl) 7/10 (70 %) 1,98 + 0,76

Tableau 14 : Effet de I'addition de protéines purifiées au CABYV sur la transmission du
virus par puceron. Aprés une AAP de 24h sur un milieu artificiel de nutrition
contenant du virus purifié a 50 ng/pl, 10 pucerons ont été déposés sur chaque
plante test qui ont été analysées par DAS-ELISA 3 semaines plus tard. Le taux de
transmission représente le nombre de plantes tests infectées/nombre de plantes
inoculées par puceron. Entre parentheéses, le pourcentage de plantes infectées. DO :
densité optique a 405 nm ; EC : écart-type.
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Figure 30 : Détermination du nombre de génomes du CABYV dans les pucerons par
qRT-PCR apres acquisition du virus supplémenté d’At-PP2-A1 ou de BSA.
Aprés une AAP de 24h sur un milieu artificiel de nutrition contenant du virus
purifié a 50 ng/pl, des lots de 10 pucerons ont été transférés sur des plantes saines
pendant 4 jours pour éliminer les virions libres du tube digestif. Les ARN totaux
ont ensuite été extraits a partir des groupes de 10 pucerons avant d’étre soumis a
une RT-PCR quantitative.



B - Analyse de I'effet de protéines purifiées (autres que les lectines)

sur la transmission du CABYV par puceron

Comme nous I'avons précisé précédemment, Bencharki et al [Bencharki, 20101 ont mon-
tré que I'ajout des lectines purifiées (At-PP2-A1 et -A2) au virus avait un réle stimula-
teur sur la transmission du virus par le puceron. Afin d’analyser plus en détail la spécifi-
cité de cet effet, nous avons conduit des expériences de transmission du CABYV en pré-

sence d’autres protéines purifiées telles que la BSA et le lysozyme.

Les résultats obtenus, regroupés dans le tableau 14, montrent que toutes les pro-
téines purifiés testées (At-PP2-A1 et -A2, BSA, lysozyme,) sont capables de stimuler la
transmission du CABYV. Ce résultat assez inattendu montre donc que l'effet observé sur
la transmission n’est pas spécifique des lectines phloémiennes mais qu’il pourrait a prio-
ri s’appliquer a toute protéine présente dans la seve au moment de l'acquisition par le
puceron. Nous remarquons également que I'augmentation de la quantité de protéines
présentes dans le milieu nutritionnel pour le puceron aurait plutét tendance a légere-
ment diminuer le taux de transmission du virus. Ces expériences devront étre repro-
duites avec des quantités encore plus importantes de protéines afin d’analyser I'effet sur

la transmissibilité du virus.

C - Devenir des particules virales en présence de I'At-PP2-A1

1) Effet de I'addition d’At-PP2-A1 sur l'internalisation des virions
dans le puceron
Nous avons poursuivi I’étude afin de voir si 'augmentation de la transmissibilité
observée était due a une augmentation de la quantité de virus internalisée dans les pu-
cerons. Pour cela, nous avons évalué par qRT-PCR l'accumulation du virus dans des pu-
cerons nourris avec des préparations de virus purifié supplémentées ou non avec I'At-
PP2-A1. Avant d’extraire les ARN totaux des pucerons viruliferes pour quantification, les
pucerons ont été transférés 4 jours sur des plantes saines afin de vider la lumiere du
tube digestif de virions livres. Ainsi, le nombre de génomes viraux estimés par qRT-PCR

représente le nombre de virions internalisés dans les cellules du puceron.

Les résultats présentés sur la figure 30, montrent une augmentation significative
du nombre de génome viraux en présence d’At-PP2-A1 (2,5 fois) ou de BSA (2,3 fois) :

3,49 x 105 de génomes viraux/ng d’ARN total présents dans les pucerons apres acquisi-
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Figure 31 : Observation en microscopie électronique a transmission des purifications
virales de CABYV apreés ajout de protéine At-PP2-A1 purifiée. (A) Purification
virale de CABYV a 90 ng/pl. (B) Purification virale de CABYV a la méme
concentration en présence de At-PP2-A1 a 1,2 pg/ul. (C) Conditions identiques a
(B) avec, en plus, la présence de salive de puceron.

Significativement
différent du controle
(CABYV seul)

Particules Totaldes % de particules

Concentration . | . iy
isolées particules isolées

(0:\:34Y) 100 ng/ul
CABYV+At-PP2-A1 50 ng/pl

180 ng/ul
950 ng/ul
CABYV+At-PP2-A2 180 ng/pl
950 ng/ul

Tableau 15 : Evaluation de I'agrégation des particules du CABYV mises en présence
des protéines At-PP2-A1 ou -A2. Une suspension de virus purifiée a 100 ng/ul a
été mise en présence de différentes concentrations de protéine At-PP2-A1 ou -A2
avant d’étre déposée sur un grille de MET. Différents clichés ont été pris a partir de
chacune des conditions et le nombre total de particules virales ainsi que le nombre
de particules isolées ont été comptées manuellement.



tion du CABYV seul contre 8,79 x 10> de génomes viraux apres addition d’At-PP2-A1 ou
7,82 x 10> de génomes viraux apres addition de BSA. Ainsi, 'augmentation de 'efficacité
de transmission observée lorsque ces protéines sont ajoutées au virus purifié pourrait
étre en partie expliquée par le plus grand nombre de particules virales présent dans le
puceron. Cette expérience montre de plus que I'accumulation accrue du nombre de gé-
nomes viraux dans les cellules du puceron n’est pas spécifique a la lectine (At-PP2-A1)

puisqu’elle se produit également avec la BSA.

2) Effet de I'addition d’At-PP2-A1 sur I’agrégation des virions

Pour tenter de caractériser I'effet que pourrait avoir la protéine At-PP2-A1 sur le
virus, nous avons procédé a des observations en microscopie électronique a transmis-
sion (MET) de purifications virales mises en présence ou non d’At-PP2-A1 purifiée. Ces
expériences ont été effectuées avec l'aide de Catherine Reinbold (INRA, Colmar). Nous
avons également réalisé des observations similaires sur le mélange At-PP2-A1/virus

purifié préalablement soumis aux pucerons afin d’analyser I'effet de la salive.

Les observations en MET nous montrent un tapis homogene de particules virales
(figure 31A) lorsque le virus se trouve seul en solution. Lorsque le CABYV est incubé en
présence d’At-PP2-A1, on observe la formation d’agrégats des particules virales qui peu-
vent méme apparaitre sous la forme de structures paracristallines (figure 31B). La pré-
sence de salive de puceron au mélange précédent ne modifie pas les observations ou les

virions sont principalement sous une forme agrégée (Figure 31C).

Afin de quantifier cette capacité des virions a s’agréger en présence d’At-PP2-A1,
nous avons dénombré le nombre de particules isolées par rapport au nombre total de
virions observables sur la lame. Cette expérience a également été réalisée apres ajout
d’At-PP2-A2 ala solution de CABYV purifié. Les résultats obtenus sont présentés dans le
tableau 15. Nous constatons que le pourcentage de particules isolées diminue significa-
tivement lorsque les protéines At-PP2-A1 ou -A2 sont ajoutées au virus aux concentra-
tions finales de 50 et 180 ng/ul. Pour les concentrations plus fortes d’At-PP2-A1 et d’At-
PP2-A2 (950 ng/pl), un tel effet n’est pas observé. Ces résultats tendraient a montrer
qu’a certaines concentrations de protéines, les particules virales peuvent s’associer en

complexes.
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Nous avons ensuite cherché a observer la présence des virions dans le corps des
pucerons par MET, apres incubation des virus avec la protéine At-PP2-A1. Cette expé-
rience a également été réalisée lorsque les virons ont été mis en présence de BSA avant
leur acquisition par les pucerons. Les résultats des observations en MET sont regroupés
sur la figure 32. Les observations se sont principalement focalisées sur I'estomac, lieu de
passage des particules virales puis sur l'intestin moyen et postérieur qui sont les lieux
d’internalisation des virions dans les cellules de l'insecte. Nous remarquons qu’en pré-
sence d’At-PP2-A1 ou de BSA, le nombre de particules virales présentes dans la lumiere
de 'estomac du puceron est plus important lorsque les pucerons ont acquis le virus seul
(figure 32A). Cet effet pourrait étre attribué a une plus grande stabilité des virions dans
la lumiére de I'estomac lorsqu’ils sont mis en présence des protéines At-PP2-A1 ou BSA.
Cet effet protecteur des protéines sur la dégradation des virions avait déja été observé in
vitro [Bencharki, 2010] et pourrait donc aussi avoir lieu in vivo. Les observations réalisées ont
également montré une augmentation de la présence des virions dans les cellules de
I'intestin moyen et postérieur en présence des deux protéines (figure 32B) qui peut pro-
venir soit du plus grand nombre de virions cheminant dans le tube digestif de l'insecte

soit d’'une internalisation plus importante des virions dans les cellules de I'intestin.

V - Résultats complémentaires

A - Mouvement a longue distance des polérovirus dans les plantes :

quelle(s) forme(s) virale(s) chemine(nt) dans les tubes criblés ?

L’une des questions que nous avons souhaité adresser suite aux résultats obtenus
au cours de la premiere partie de la these a été de tenter d’identifier la(les) forme(s)
virale(s) qui chemine(nt) dans les tubes criblés et qui est (sont) responsable(s) du mou-
vement a longue distance du CABYV. En effet, méme si des particules virales ont été ob-
servées dans les plasmodesmes connectant les cellules compagnes des tubes criblés,
nous ne pouvons pas éliminer I'hypotheése qu'une autre forme virale pourrait étre res-
ponsable du mouvement a longue distance du virus. Nous avons donc amorcé cette
étude en utilisant des mutants viraux ne formant pas de particules virales ou présentant

des défauts d’encapsidation.
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Figure 32 : Observation par microscopie électronique de la présence de particules
virales du CABYV apres acquisition du virus supplémenté d’At-PP2-A1 ou de
BSA. Aprés une acquisition de 48h sur une solution de CABYV a 100 ng/ul, les
pucerons ont été inclus dans une résine d’époxy avant d’étre observés en MET. (A)
Fréquence des particules virales dans la lumiére du tube digestif au niveau de
I'estomac, de I'intestin moyen (IM) ou de I'intestin postérieur (IP). (B) Fréquence
des particules virales dans les cellules de ces différents tissus. (-) : absence de
particules virales ; (+/-) : présence de particules virales douteuses car souvent
isolées ; (+) a (+++): présence faible a élevée des particules virales.
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Figure 33 : Représentation schématique des mutants du TuYV présentant des défauts
d’encapsidation. L’organisation génétique du génome du TuYV codant pour les 6
ORFs est présentée. La protéine majeure de capside (CP) et mineure (RT) ainsi que
le produit de 'ORF4 (P17) sont représentés par des fléches. Pour les différents
mutants, les changements induits par les mutations introduites sont mentionnés
ainsi que la délétion (V) introduite dans le mutant 4.3. Les ORFs en pointillé
indique que leur codon d’initiation a été modifié ou supprimé empéchant leur
expression.



1) Suivi de I'accumulation de mutants viraux présentant un défaut
d’encapsidation

Nous avons utilisé pour cette étude le mutant du CABYV Ngly2cp qui présente un

défaut d’encapsidation et pour lequel le mouvement systémique dans la plante est ralen-

ti. Nous avons également étendu cette étude a plusieurs mutants du TuYV qui présentent

tous des défauts d’encapsidation (figure 33) :

¢ Le mutant 4.2 : chez ce mutant, le codon d’initiation de la CP a été rempla-
cé par un codon sens, empéchant la synthese de la CP.

¢ Le mutant 4.3 : ce mutant comporte une délétion de 37 nucléotides cou-
vrant le codon d’initiation de la CP, boquant ainsi son expression et limitant
I'apparition de révertants.

¢ Le mutant 3.140 : les arginines en position 7 et 8 de la séquence protéique
de la CP ont été remplacées par des alanines. Cette mutation n’a pas d’effet au ni-
veau de la réplication du virus dans des protoplastes de plante, mais une forme
plus courte de I'’ARN viral est encapsidé suggérant un défaut d’encapsidation du
mutant. Ce défaut d’encapsidation serait en effet responsable de l'accessibilité
d’'une partie de I'’ARN viral par les RNases endogenes libérées lors des tests
d’analyse de la stabilité des virions (voir paragraphe B-2-b).

¢ Le mutant 3.144: le tryptophane en position 166 a été remplacé par une
arginine. Ce mutant est affecté au niveau de la réplication dans des protoplastes de

plante et ne forme pas de particules stables.

L’ensemble de ces mutants du TuYV ne sont pas détectés par DAS-ELISA apres

agroinoculation de M. perfoliata [Reutenauer, Ziegler-Graff et al.,, 1993; Brault, Bergdoll et al., 2003]_

Nous avons agroinoculé soit des concombres avec le mutant Ngly2cp, soit des
plants de M. perfoliata avec les mutants du TuYV et avons suivi I'accumulation des virus
dans les feuilles systémiques par DAS-ELISA et par RT-PCR 3 a 5 semaines apres
I'inoculation. Comme le montre la figure 34, qui regroupe les résultats obtenus pour le
mutant Ngly2cp, on remarque que, lorsque le prélevement des échantillons est effectué 3
semaines apres l'inoculation, le mutant Ngly2cp n’est pas détecté par ELISA dans la
feuille 2 alors qu’on le détecte par RT-PCR. Par contre, lorsque le prélevement des
échantillons a lieu 5 semaines apres l'inoculation, les résultats par DAS-ELISA sont con-

cordants avec ceux de la RT-PCR (figure 34).
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Figure 34 : Détection du virus sauvage (WT) et du mutant Ngly2., par RT-PCR et par ELISA dans des
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feuilles de concombres 3 et 5 semaines aprés l'agroinoculation. Les prélévements
d’échantillons pour les tests de DAS-ELISA et de RT-PCR ont été effectués sur deux plantes
inoculées avec le virus WT (#1 et 2) et deux plantes inoculées avec le mutant Ngly2., (#3 et 4) au
niveau de différentes feuilles. La feuille 1 est 1a premiére feuille au dessus de la feuille inoculée et
les feuilles 2 a 6 sont les feuilles supérieures. Les fragments PCR ont été séparés sur un gel
d’agarose coloré au BET. Entre parentheses les résultats du DAS-ELISA: (+): présence de
protéines virales dans I’échantillon; (-): pas de détection de protéines virales dans I'échantillon.

Tableau 16: Détection des mutants du TuYV deux semaines apreés I'inoculation de plantes
de M. perfoliata. La détection du virus par DAS-ELISA a été réalisée sur les feuilles
systémiques. Le taux d’infection correspond aux nombres de plantes infectées/nombre
de plantes agroinfectées. DO : densité optique a 405 nm. La moyenne des DO pour les

plantes non inoculées est de 0.10.




Ces expériences complémentaires suggerent que seule la vitesse d’envahissement
des feuilles de la plante est affectée dans le cas du mutant Ngly2¢p mais pas sa capacité a

envabhir les tissus systémiques, malgré sa capside instable.

Le suivi de 'accumulation des mutants du TuYV dans les plants de M. perfoliata a
été réalisé 2 semaines apres inoculation. Le méme broyat de feuilles systémiques a été
utilisé pour détecter la présence des protéines de structure du virus par DAS-ELISA, et la
présence d’ARN viral par RT-PCR. Les résultats sont synthétisés dans le tableau 16 et la
figure 35. Pour les mutants 4.2, 4.3, et 3.144 on ne détecte la présence d’aucune protéine
de structure du TuYV ou de ’ARN viral dans les feuilles systémiques des plantes testées.
Pour le mutant 3.140, a I'inverse, la présence de protéines de structure est observée par
DAS-ELISA dans la quasi-totalité des plantes (6 sur les 7 inoculées, tableau 16) et celle
de 'ARN viral dans 4 plantes sur les 6 positives en ELISA (figure 35). Afin de voir si la
détection de I’ARN viral en RT-PCR reflétait la présence de virions dans les plantes, des
expériences d'immunocapture des particules suivies d'une RT-PCR ont été réalisées sur
les plantes 18 a 21 inoculées avec le mutant 3.140. Dans ces conditions, un signal est
toujours présent dans toutes les plantes (figure 36) ce qui suggere que, si
I'immunocapture ne permet de capturer que les virons, la mutation introduite dans le
mutant BW 3.140 n’altere pas completement sa capacité a former des particules virales.
Les résultats obtenus avec ce mutant ne sont pas en accord avec des expériences réali-
sées précédemment qui avaient montré qu’aucune plante ne pouvait étre infectée par ce

mutant.

La figure 34 suggere également la présence d’un signal dans 2 des 7 plantes inocu-
lées avec le mutant 3.144 alors qu’aucune détection du virus par ELISA n’est observée
(tableau 16). Il sera donc intéressant de poursuivre I'étude sur ce mutant afin de voir si
le faible signal détecté par RT-PCR est du a la présence de complexes ribonucléopro-

téiques.

Malheureusement, des expériences complémentaires visant a analyser si des ré-
versions étaient responsables de la capacité de ces virus de se mouvoir dans la plante
n’ont pu étre réalisées au cours de ma thése. Des travaux complémentaires sont donc en
cours au laboratoire pour analyser a nouveau le comportement de ces mutants dans les

plantes.
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Figure 35 : Détection par RT-PCR des mutants TuYV dans les feuilles systémiques 2
semaines apres l'inoculation. Les ARN totaux ont été extraits des plantes 2
semaines apreés leur inoculation avec les différents virus mutants. L’ARN viral a été
recherché par RT-PCR et les fragments PCR ont été séparés sur un gel d’agarose
coloré au BET. *: réaction aspécifique. ~ Faible signal. NI : RT-PCR réalisée sur une
plante non-inoculée ; T- : témoin PCR négatif sans ajout d’ADNc ; T+ : témoin PCR
positif réalisé a partir d’ADNc d'une plante infectée par le TuYV.

3.140

d
< |

%'\crb %\9 ,&\9 ‘@:\' A

pb

1000
800
600

400
200

Figure 36 : Détection par IC-RT-PCR du mutant 3.140 du TuYV dans les feuilles
systémiques 2 semaines apres I'inoculation. Des extraits de plantes inoculées
avec le mutant 3.140 ont été déposés dans des puits préalablement recouverts
d’anticorps dirigés contre le virus. Aprés une lyse des virions, une réaction de RT-
PCR a été effectuée pour détecter ’ARN viral. Les fragments PCR ont été séparés
sur un gel d’agarose coloré au BET. NI : IC-RT-PCR réalisée sur une plante non-
inoculée ; T- : témoin PCR négatif sans ajout d’ADNc.
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I - Recherche de modifications post-traductionnelles
sur les protéines de structure du CABYV : résul-
tats directs et indirects de I'étude

Le premier objectif de ma these était de mettre en évidence la présence de modifi-
cations post-traductionnelles sur les particules virales du CABYV afin d’analyser leur
impact sur la transmission par puceron. Malgré les études antérieures sur le TuYV ayant
suggéré une glycosylation des protéines structurales de ce virus, ainsi qu’un role crucial
de cette modification dans la vection du virus par le puceron, nous n’avons pas confirmé
la présence de tels résidus sur les protéines de structure du TuYV ainsi que du CABYV.
Plusieurs approches ont été menées de front pour aboutir a ce résultat dont la premiere
a été la mutagenese dirigée des sites potentiels de N-glycosylation sur les protéines
structurales du CABYV. Cette approche nous a permis de montrer qu’aucun des 4 mu-
tants obtenu, touché chacun dans un site de N-glycosylation, ne perdait la capacité a étre
transmis par puceron. Ce résultat ne permet cependant pas d’éliminer I'hypothese de la
présence simultanée de plusieurs sites glycosylés sur les protéines de structure du CA-
BYV. Si tel était le cas, la mutation d'un site affectant la charge globale en résidus glyco-
sylés des virions pourrait étre compensée par la glycosylation d’'un ou des autres sites.
On comprend bien que cette question aurait pu étre résolue par I'obtention de doubles,
triples ou quadruples mutants. Néanmoins, en raison du faible pouvoir infectieux du
mutant Ngly2cp dans les plantes, il était difficile d’envisager l'introduction d’'une ou de
plusieurs mutations supplémentaires dans cet environnement, sans risquer de perdre

completement le caractere infectieux de ce virus.

Cette premiere approche, méme si elle n’a pas abouti a un résultat définitif sur la
présence de résidus N-glycosylés sur les protéines de structure du CABYV, a cependant
permis I'obtention de 4 mutants du CABYV qui représentent des outils intéressants pour
compléter les études sur le mouvement du CABYV dans les plantes et sur sa transmis-
sion par puceron. En effet, la disposition d’'une collection de mutants du CABYV ayant
des comportements particuliers dans la plante (réplication ou mouvement affectés) ou
vis-a-vis du vecteur (peu ou pas transmis par puceron) est encore tres limitée au labora-

toire. Nous ne disposons a I'heure actuelle que de mutants du CABYV dépourvus de la
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partie C-terminale de la protéine de RT qui s’accumulent tres faiblement dans les plantes
et ne sont pas transmis par puceron. Cette collection pourra donc étre enrichie par un
mutant qui s’accumule bien dans les plantes mais qui est transmis faiblement a partir de
plantes infectés (cas du mutant Ngly4rr). Ce mutant est probablement affecté dans sa
répartition dans la plante car la transmission a partir de virus purifié est aussi efficace
qu’a partir du virus sauvage. Il serait donc intéressant de réaliser des expériences
d’hybridation in situ couplées a des observations en MET pour analyser plus en détail la
localisation tissulaire et cellulaire de ce virus. Une deuxieme hypothese pour expliquer
la plus faible transmissibilité du virus a partir des plantes infectées, serait I'intervention
d’une protéine de plante dans la transmission. Le virus mutant ne serait plus en mesure
d’interagir avec cette protéine ce qui entrainerait la diminution de sa transmissibilité.
Cette hypotheése rejoint celle sur laquelle travaille actuellement 1'équipe et qui est que
toute protéine végétale susceptible de s’associer au virus dans les tubes criblés, pourrait
avoir un réle dans la transmission par puceron. Des études basées sur le criblage par le
systeme du double hybride dans la levure de banques d’ADNc de cellules du phloeéme
avec les protéines de structure du CABYV comme appat sont développées au laboratoire.
Il sera donc intéressant, une fois les candidats identifiés, d’analyser leur interaction avec
la protéine de RT du mutant Ngly4rt. Deux autres virus mutants (Nglylcp et Ngly3rr)
sont affectés dans leur capacité a envahir efficacement les tissus systémiques des
plantes ce qui en fait de bons outils pour étudier le mouvement systémique du virus
dans la plante. Cette déficience dans le mouvement a longue distance n’est pas due a
l'instabilité des virions, comme nous I'avons montré, mais pourrait étre attribuée, une
fois de plus, a une incapacité des particules virales a interagir avec des composants cel-
lulaires impliqués dans le mouvement du virus a savoir : des protéines impliquées dans
I'adressage des virions vers les plasmodesmes et le passage au travers des plasmo-
desmes ou des protéines participant a la formation des complexes ribonucléoprotéiques
(s’ils existent) responsables du passage du virus de cellule a cellule. De la méme facgon, il
sera intéressant d’analyser la capacité de ces virus mutants a interagir avec les protéines
cellulaires intervenant dans le mouvement a longue distance, lorsque celles-ci auront été
identifiées (programme en cours). Enfin, le dernier mutant que nous avons obtenu
(Ngly2cp) s’est révélé peu infectieux dans les plantes, particularité que I'on peut proba-
blement attribuer a sa capside tres instable. Néanmoins, nous avons déja mis a profit la

caractéristique de ce virus pour rechercher I'existence d’'une forme ribonucléoprotéique
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qui serait responsable, en totalité ou en partie, du mouvement du virus dans la plante.
Les résultats que nous avons présentés dans la partie « résultats complémentaires », ne
nous permettent pas pour l'instant de conclure définitivement quant a la présence de
tels complexes mais ont permis d’amorcer des études complémentaires qui sont actuel-
lement développées au laboratoire pour rechercher la présence de complexes ribonu-
cléoprotéiques dans les tubes criblés et analyser la capacité des génomes viraux a inte-

ragir in vitro avec des protéines phloémiennes.

Afin de poursuivre l'identification potentielle des résidus glycosylés sur les pro-
téines de structure du CABYV, nous avons dii développer d’autres approches et nous
avons alors décidé de mener parallelement ces études sur le TuYV pour lequel la glyco-
sylation avait été suspectée. Ces méthodes, basées sur la reconnaissance des virions par
des lectines ou des anticorps spécifiques des sucres complexes et utilisant également la
spectrométrie de masse, nous ont finalement permis de montrer, avec une quasi certi-
tude, I'absence de résidus glycosylés sur les protéines de structure des deux virus étu-
diés. Seule la présence d'un résidu O-glycosylé non conventionnel et localisé au niveau
d’'une séquence non consensus pourrait encore éventuellement étre envisagé. Cette hy-
pothese nous parait cependant tres peu probable car les exemples actuels de glycosyla-
tion des virus suggerent que l'absence de glycosylation des virus non-enveloppés est

plutot une regle plutot qu'une exception.

Un résultat annexe a ces études a également été la mise en évidence d’'une protéine
glycosylée dans M. perfoliata (une a-glucosidase) se retrouvant systimatiquement dans
les priparations virales purifites des polurovirus. Les diverses expiriences mentes n’ont
pas permis de mettre en widence une interaction directe entre les virions et cette
protiine de plante. L’expression de cette prottine ttant trfs fortement augmentie dans M.
perfoliata apres l'infection par le TuYV (O. Lemaire et P. Schellenbaum, communication
personnelle), il se pourrait donc que cette protéine soit présente dans les préparations
virales, non pas parce qu’elle interagit avec les virions, mais parce qu’elle est trés abon-
dante dans les plantes infectées. Nous avons quand méme tenté d’évaluer le réle poten-
tiel de cette protéine dans le cycle viral et la transmission des virus par puceron. Les
résultats encore préliminaires, portant sur 'orthologue d’Arabidopsis, une 3-xylosidase,
ne suggerent pas d'implication de cette protéine dans la capacité des deux virus (CABYV

et TuYV) a infecter les plantes, ni dans la capacité du TuYV a étre transmis par puceron.
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La situation semble un peu différente pour le CABYV puisque ce virus est moins bien
transmis a partir des mutants d’A. thaliana ne produisant pas cette (-xylosidase. Il faut
cependant rappeler que, dans cette étude, nous avons travaillé avec I'orthologue de I'a-
glucosidase de M. perfoliata qui est une (-xylosidase, et que nous n’avons aucune évi-
dence que la fonction de a-glucosidase de M. perfoliata soit assurée chez Arabidopsis par
la B-xylosidase. Il faut juste signaler que I'activité des deux protéines est tres fortement
augmentée dans les plantes infectées par le TuYV. Les données actuelles ne nous per-
mettent donc pas de préciser le role que pourrait jouer cette protéine dans le méca-
nisme de transmission du CABYV. Mais, si I'on s’en réfere aux résultats qui montrent que
la transmissibilité du virus peut étre stimulée apres ajout de protéines dans le milieu
nutritionnel pour les pucerons, on pourrait envisager que la déplétion de cette protéine
tres fortement exprimée dans les plantes infectées puisse diminuer de maniere significa-
tive le contenu global protéique dans les tubes criblés réduisant ainsi le taux de trans-
mission du virus. On comprend bien que des études supplémentaires sont bien sur né-
cessaires afin de confirmer cette hypothése et de proposer un réle potentiel de cette (3-

xylosidase dans la transmission du CABYV par puceron.

La deuxieme modification potentielle des protéines de structure du CABYV a la-
quelle nous nous sommes également intéressés est la phosphorylation, car une interac-
tion entre les protéines de capside du CABYV et la sous-unité régulatrice de la caséine
kinase 2 (CK2) avait été mise en évidence précédemment au laboratoire. Etant donné le
grand nombre de sites potentiels de phosphorylation par la CK2 sur les protéines de
structures du CABYV et du TuYV, il ne nous a pas été possible de développer une ap-
proche par mutageneése dirigée pour étudier le role potentiel des résidus phosphorylés
dans le cycle viral. Nous avons, par une approche biochimique et par I'analyse des résul-
tats de spectrométrie de masse, déduit que les séquences des protéines de structure in-
corporées dans les particules du CABYV et du TuYV ne possédaient pas de résidus phos-
phorylés. Cette étude ayant été conduite sur les protéines incorporées dans les virions, il
reste cependant une incertitude quand a la phosphorylation de la partie C-terminale de
la protéine de RT. Nous pouvons donc supposer que l'interaction entre la sous-unité ré-
gulatrice de la CK2 n’a pas pour but de conduire a la phosphorylation des protéines
structurales du CABYV et du TuYV. Le réle cette interaction pourrait étre de détourner la
protéine CK2 de sa fonction primaire et ainsi permettre au virus de contourner les mé-

canismes de défense de la plante. Une autre hypothese serait que cette interaction favo-
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riserait la phosphorylation d’autres protéines virales qui seraient susceptibles de se lier
aux protéines de structure du virus. Cet effet a notamment été observé dans le cas du
HIV-1 ou l'interaction entre la protéine Rev et la sous-unité § de la CK2 a pour effet de
stimuler la phosphorylation d’autres protéines codées par le virus [Ohtsuki, Mackawa et al, 1998],
Comme nous l'avons vu dans les résultats, il n’existe pas de mutants d’Arabidopsis affec-
tés dans 'expression des sous unités régulatrices ou catalytiques de la CK2, probable-
ment en raison de la fonction essentielle de cette protéine dans les plantes. Le méca-
nisme d’ARN interférence s’est avéré peu adapté, dans nos mains, a la réduction de
I'expression d’'un geéne codant pour une sous-unité régulatrice. Vu la redondance des
genes qui codent pour cette protéine et la tres faible homologie de séquences entre ces
genes, le suivi de 'accumulation du virus dans des plantes n’exprimant pas cette pro-
téine ne nous semble pas réalisable. Il faudra donc développer d’autres approches pour
appréhender le role de cette protéine dans le cycle viral telle que la surexpression de la

protéine dans des plantes et son effet sur le cycle viral.

Nous pouvons conclure de cette premiére partie que toutes les expériences mises
en ceuvre au cours de la thése n'ont pas permis d’identifier de résidus glycosylés ou
phosphorylés sur les protéines de structure du CABYV et du TuYV. Ce résultat a une im-
plication directe sur la recherche des récepteurs des virus dans le puceron. En effet, il
est tres probable que les virions non modifiés interagissent directement avec les récep-
teurs dans le puceron. Cela permet donc l'utilisation de protéines virales exprimées dans
un systeme procaryote ou in vitro pour étudier les interactions entre les protéines vi-
rales et les récepteurs. Finalement, la seule modification post-traductionnelle qui, pour
'instant, semble affecter la protéine mineure de la capside de ces virus est le clivage
post-traductionnel de la partie C-terminale de la protéine qui conduit a la production
d’'une protéine de RT tronquée (RT*). Cette protéine RT* est détectée dans les virions
purifiés ainsi que dans la seve des concombres infectés. Le site exact de coupure de la
protéine de RT n’est pas connu mais nos études de spectrométrie de masse nous ont
permis de définir un peu plus précisément sa position (environ 9 acides aminés en aval
d’'un motif DE trés conservé chez les Luteoviridae). L'introduction de mutations au ni-
veau de cette région dans la séquence du CABYV est actuellement en cours afin
d’analyser l'effet que pourrait avoir, sur le cycle viral et la transmission par puceron,

I'inhibition du clivage de la protéine de RT.
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II - Role des protéines de plantes dans la transmission

La deuxiéme partie de la these a consisté a élucider le role que pourrait jouer les
protéines de plante dans la transmission des polérovirus par puceron. Cette étude a été
initiée par un travail antérieur a la theése, qui a porté sur l'identification des protéines
présentes dans la seve capables de se lier aux virions. L’'identification de deux lectines
comme partenaires potentiels du virus nous a bien évidemment conduits a poursuivre
une étude plus approfondie sur ces candidats étant donné que nous nous intéressions a

la glycosylation des virions.

La premiere approche a été d’analyser le comportement des virus dans les mu-
tants affectés dans l'expression de 'ARNm codant pour la PP2-A1 (orthologue de la
CsLec26 de concombre). Les résultats obtenus suggerent une accumulation plus faible
du CABYV dans certains des mutants ainsi qu’'un taux de transmission par puceron ré-
duit. Un tel comportement n’a cependant pas été observé pour le TuYV. La plus faible
accumulation du CABYV dans les plantes peut étre directement responsable de la plus
faible transmissibilité du virus et il est difficile de déduire de ces expériences un réle
définitif de la protéine dans la transmission. Dans les plantes, cette protéine pourrait
intervenir dans le mouvement du virus dans la plante puisqu’il a été montré sa capacité
a augmenter la taille d’exclusion limite des plasmodesmes [Balachandran, Xiang et al, 1997] ] faut
également signaler que l'interprétation des résultats obtenus avec le TuYV et le CABYV
est rendue plus délicate du fait que ces mutants d’Arabidopsis sont des mutants obtenus
par la technique d’ARN interférence dans lesquels I'inhibition de la synthése de la pro-
téine At-PP2-A1 n’est pas totale. Enfin, rappelons que cette famille multigénique compte
plus d’'une trentaine de geénes chez Arabidopsis et que bien qu'une partie seulement
d’entre eux semble spécifiquement exprimée dans les cellules du phloeme, des phéno-
menes de complémentation pourraient se produire dans ces plantes silencées rendant
difficile 'exploitation des résultats. On comprend bien, avec ces expériences, la difficulté
de mener une étude fonctionnelle sur une protéine codée par un gene faisant partie

d’une famille multigénique.

Nous avons également tenté d’élucider le mécanisme responsable de I'effet stimu-
lateur sur la transmission du virus obtenu apres ajout de protéines At-PP2-A1 purifiées.

Nous avons ainsi montré que I'acquisition du virus en présence d’At-PP2-A1 augmentait
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de 2,5 fois la quantité de virions internalisés dans les cellules du puceron, cet effet pou-
vant, en lui-méme, étre responsable de 'augmentation du taux de transmission du virus
en présence de la protéine. L’augmentation de l'internalisation des virus dans les cel-
lules pourrait étre due a une augmentation de la stabilité des virions dans le tube diges-
tif de I'insecte puisqu'’il a été montré que I'incubation du virus avec la protéine At-PP2-
A1 augmentait la résistance des virions a un traitement RNase in vitro [Bencharki, 2010] Ces
résultats ont, de plus, été confirmés par une observation en MET plus fréquente des vi-
rions dans la lumiere du tube digestif ainsi que dans les cellules de l'insecte aprés ajout
de la protéine At-PP2-A1. Des résultats similaires ont été obtenus avec la BSA montrant
donc que l'effet de protection sur les virions ne serait pas spécifique de la lectine phloé-
miennes. Les virions pourraient étre protégés dans la lumiere intestinale des enzymes
digestives ou du changement de pH qui s’opére tout au long du tube digestif et qui varie
de 5,5 a 8,5 [Cristofoletti, Ribeiro et al, 2003] par |a présence des protéines de plante. Des observa-
tions in vitro en MET ont également permis de noter un phénomene d’agrégation des
particules virales mises en présence d’At-PP2-A1. Cette agrégation pourrait également
favoriser la résistance accrue des virions aux dégradations enzymatiques ainsi qu’aux
variations de pH. Il sera intéressant d’analyser, dans le futur, si la capacité des lectines
At-PP2-A1 et -A2 a entrainer l'agrégation des virions est reliée a leur capacité de

s’associer sous la forme de multimeéres dans certaines conditions.

Nous avons également observé que d’autres protéines d’origine non végétale
avaient un effet stimulateur sur la transmission quand elles étaient ajoutées au virus
dans le mélange nutritionnel pour les pucerons. Cette absence de spécificité était plutot
inattendue car il a été montré que des fractions de seve, dont le contenu protéique dif-
fere, n’avaient pas toutes la méme capacité a stimuler la transmission du virus par puce-
ron [Bencharki, 2010] Dans ces différentes fractions, les protéines se trouvent principalement
sous forme de complexes ce qui diminue la quantité de protéines libres. Il semblerait
donc qu'’il faille une quantité suffisante de protéines libres et solubles (quantité proba-
blement atteinte dans les expériences contréles avec les protéines purifiées) pour que
I'effet stimulateur sur la transmission du virus par puceron puisse se mettre en place.
L’effet stimulateur sur la transmission du CABYV observé apres addition de séve de con-
combre pourrait étre d{i, non pas a I'action d’'une seule protéine, mais a I'action combi-
née de plusieurs protéines libres dans la séve. Ces protéines pourraient former une

« couverture » de protection autour des virions leur permettant de cheminer plus faci-
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lement dans le tube digestif du puceron. Méme si on peut envisager que n'importe quelle
protéine présente dans la séve peut avoir une action bénéfique sur la transmissibilité du
virus, nous pensons que les protéines capables de se lier aux virions seront les plus

aptes a assurer cette fonction.

L’identification de protéines de plante intervenant dans la transmission des virus
par puceron peut constituer une fabuleuse avancée dans la recherche de nouvelles mé-
thodes de lutte contre ces virus qui passeraient par le blocage ou l'inhibition de la
transmission du virus a partir des plantes ne produisant plus ces protéines. De telles
protéines restent encore inconnues et cette stratégie ne peut pour l'instant étre envisa-
gée en raison de I'aspécificité de la stimulation de la transmission observée in vitro avec
les protéines phloémiennes et non phloémiennes. Les travaux devront donc étre pour-
suivis afin de voir si in vivo cette augmentation de la transmission du virus peut étre at-
tribuée a certaines protéines en particulier. L’analyse de la composition des complexes
viraux cheminant dans la seve se révélera nécessaire afin d’identifier les protéines de
plantes qui se trouvent réellement associées aux virus au moment de I'acquisition par le

puceron.
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I - Matériel
A - Milieux de culture

1) Milieu complet Luria Bertani (LB)

Milieu utilisé pour cultiver E. coli. 11 contient 1% de bactotryptone, 0,5 %
d’extraits de levures et 1 % de NaCl. Le pH est ajusté a 7,5. Le milieu est ensuite autocla-
vé.

2) Milieu de culture Yeast Extract Broth (YEB)

Milieu utilisé plus particulierement pour la culture d’A. tumefaciens. 11 contient
0,5 % d’extraits de viande de beeuf, 0,1 % d’extraits de levure, 0,5 % de bacto-peptone,
0,5 % de saccharose, le pH est ajusté a 7,2, puis on ajoute 2 mM de MgS04 apres autocla-
vage.

B - Bactéries

1) Escherichia coli, souche DH5a

La souche a été utilisée pour le clonage et pour I'amplification des différents plas-
mides durant les différents clonages. Dans son génome, on retrouve (1) la mutation en-
dA1 qui inactive une endonucléase intracellulaire permettant d’éviter la dégradation de
I’ADN plasmidique durant les minipréparations, (2) l'allele A(lacZ)M15 qui permet
d’utiliser le systeme de criblage blanc/bleu, et enfin (3) la mutation recAl qui supprime
la recombinaison homologue, réduisant ainsi les événements de multimérisation et de
délétion des plasmides. Les bactéries E. coli sont cultivées a 37°C dans le milieu LB con-
tenant les antibiotiques appropriés.

2) Agrobacterium tumefaciens, souche C58C1

Cette souche est utilisée pour I'agroinfiltration de Montia perfoliata, de Cucu-
mis sativus et d’Arabidopsis thaliana. La souche d’Agrobacterium tumefaciens C58C1
utilisée contient un plasmide Ti « désarmé » dépourvu des geénes tumoraux de
I’ADN-T et portant le gene de résistance a la gentamycine. Le plasmide Ti apporte en
trans les genes vir nécessaires au transfert dans les cellules de plante d’'un brin
d’ADN compris entre les séquences bordantes de ’ADN-T présent sur le plasmide
binaire. Le chromosome bactérien possede le gene de résistance a la rifampicine.
Cette bactérie est cultivée a 28°C dans le milieu YEB contenant les antibiotiques ap-
propriés.
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C - Plasmides

1) Plasmide Bluescript KS

C’est un phagemide dérivé du plasmide pUC19, qui compte 2961 paires de bases.
Ce plasmide est utilisé pour les étapes de clonage des fragments PCR dans le cadre de
I'analyse de la descendance virale dans les plantes agroinfectées ou infectées par puce-
ron. Ce plasmide porte le géne de résistance a I'ampicilline. Le clone ADNc complet du
CABYV a également été introduit en aval du promoteur du bactériophage T3 dans un
plasmide dérivé du pUC19 [Prifer, Wipf-Scheibel et al, 1995] Ce plasmide, contenant le clone com-
plet du CABYV, est utilisé dans les étapes de mutagenése dirigée avant le transfert dans
un plasmide binaire ainsi que lors de la production des transcrits infectieux servant a
I'inoculation des protoplastes.

2) Plasmide binaire

Le clone complet du CABYV a également été introduit dans un plasmide binaire
pbin19 entre les bordures droite et gauche du T-DNA (provenant du plasmide Ti), en
aval du promoteur 35S du CaMV et en amont du terminateur du 35S du CaMV. Le
pbin19, d’environ 10 kb, posséde une origine de réplication peu spécifique fonctionnant
a la fois dans E. coli et dans A. tumefaciens. 11 confere a la bactérie qui I’héberge la résis-
tance a la kanamycine.

La concentration finale des antibiotiques utilisés pour les cultures, est résumée
dans le tableau suivant.

Milieu solide (png/ml) Milieu Liquide (pg/ml)

Ampicilline 50 70

Rifampicine 100 100
. 100 (A. tumefaciens) 250 (A. tumefaciens)
Kanamycine
35 (E. coli) 50 (E. coli)
Gentamycine 20

D - Virus

1) Cucurbit aphid borne yellows virus (CABYV)

La souche virale utilisée au laboratoire est celle isolée en 1989 a Nérac par Lecoq
[Lecog, Bourdin et al, 1992] 3 partir d'un plant de melon infecté. Ce génome de ce virus a été en-
tierement séquencé par Guilley [Guilley, Wipf-Scheibel et al, 1994] et 3 servi a I'obtention du clone
complet infectieux [Prifer, Wipf-Scheibel et al, 1995] quij a été utilisé pendant notre étude.
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2) Beet western yellows virus (BWYV)

La souche FL1 du BWYYV, est la souche qui a servi a 'obtention du clone complet
infectieux qui a été utilisé dans notre étude [Veidt, Lot et al, 1988] Cette souche a depuis été
renommeée TuYV [Mayo, 2002] nomination que nous utiliserons dans ce manuscrit. Le TuYV

a été isolé a partir de plants de laitue qui proviennent de 'INRA de Montfavet [Veidt, Lotetal,
1988]

E - Matériel végétal et inoculation des plantes par agroinfection

1) Arabidopsis thaliana

L'écotype Col0 d'Arabidopsis thaliana, famille des Brassicaceae, a été utilisé lors de
ces travaux comme plantes tests lors des expériences de transmission ou pour suivre
I'accumulation du virus dans les plantes. A. thaliana est une petite plante a fleur qui est
utilisée comme organisme modele en biologie végétale. Son génome de 125 Mb a été
completement séquencé en 2000 [Arabidopsis, 2000],

Le mutant SALK_012090 n’exprimant plus le géne codant pour la (-xylosidase 1
(AT5G49360), résultant de l'insertion d’'un fragment de T-DNA, ainsi que plusieurs li-
gnées silencées pour I'expression du gene de 'At-PP2-A1 (AT4G19840) ont été utilisés
dans nos travaux. Les genes AtPP2-A2 (AT4G19850) et CKB2 (AT4G17640) ont égale-
ment été étudiés.

2) Montia perfoliata

Montia perfoliata couramment nommé claytonia appartient a la famille Portulaca-
ceae. C’est une plante de choix pour les expériences d’agroinfection et de transmission
par puceron. En raison de sa bonne capacité a étre infectée par agroinfiltration et en rai-
son de la masse foliaire relativement importante qu’elle peut produire, cette plante est
également utilisée pour la multiplication du virus en vue de sa purification.

3) Cucumis sativus

Le concombre (Cucumis sativus) de la famille des Cucurbitaceae, est I'un des hotes
naturels du CABYV. Au cours de ces travaux, le cultivar « Marketer » a été utilisé pour les
expériences d’agroinfection.

4) Inoculation des plantes par la technique d’agroinfection

Une préculture d'agrobactéries portant le plasmide d’intérét est réalisée dans 2 ml
de LB en contenant les antibiotiques adéquats pendant une nuit a 28°C. La préculture est
utilisée pour ensemencer le milieu de culture LB, additionné de MES 10 mM,
d’acétosyringone 20 uM et des antibiotiques. La culture est incubée sous agitation pen-
dant la nuit. Les bactéries sont ensuite sédimentées par une centrifugation de 10 mina 5
krpm avant d’étre lavées dans un méme volume d’eau. Apres une nouvelle sédimenta-
tion, les bactéries sont remises en suspension dans une solution correspond a la moitié
du volume initial et contenant MgCl; 10mM, MES 10 mM, Acétosyringone 150 puM. La
culture est ajustée a une DO de 600 nm comprise entre 0,5 et 1. La solution est ensuite
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incubée a température ambiante pendant 1 h minimum avant d’étre infiltrée a I'aide une
seringue au niveau d’une blessure réalisée avec une lame de scalpel.

F - Pucerons et expériences de transmission

1) Myzus persicae

Les colonies du puceron vert du pécher, Myzus persicae (Sulzer) sont maintenues
sur des piments (Capsicum annuum) dans une piece climatisée a 20 °C avec une photo-
période de 16 h et une hygrométrie de 80 %. Cette espéce de puceron transmet aussi
bien le TuYV que le CABYV.

2) Aphis gossypii

Pour le puceron du cotonier, Aphis gossypii (Glover) les élevages sont réalisés sur
des plants de concombre (Cucumis sativus) dans les mémes conditions que précédem-
ment.

3) Expériences de transmission par puceron
a) A partir de plantes agroinfectées

Les tests de transmission des virus a partir de plantes agroinfectées, sont réalisés
apres prélevement de feuilles systémiques infectées qui sont mises en survie dans des
boites « bonne maison ». Les pucerons provenant des élevages sont déposés sur les
feuilles pendant 24 h (pour l'acquisition du TuYV) ou 48 h (pour l'acquisition du CA-
BYV). A la fin de la période d’acquisition du virus, les pucerons sont transférés sur des
plantes -tests pour la période d'inoculation du virus qui durera 4 jours. Les pucerons
sont finalement éliminés par un traitement insecticide (Mévinphos, insecticide de sur-
face ou Confidor, insecticide de surface et systémique). Les plantes sont recouvertes
d’un sachet plastique de type « bread bags » afin d’éviter la dissémination de pucerons
ayant survécu au traitement insecticide.

b) A partir de virus purifié

Les tests de transmission des virus sont également réalisés a partir des solutions
virales purifiées. Les pucerons sont déposés dans des boites cylindriques en plastique
noir fermées qui sont ensuite recouvertes d’'un Parafilm étiré. Le virus purifié, contenu
dans une solution de saccharose a 30 % environ ou dilué dans le milieu nutritionnel
MP148 [Harrewijn, 1983] 'est déposé a la surface de la membrane de Parafilm puis recouvert
d’'une seconde membrane étirée. Apres une période d’acquisition de 24 h (pour le TuYV)
ou 48 h (pour le CABYV), les pucerons sont transférés sur des plantes tests et le proto-
cole se poursuit comme décrit dans le paragraphe précédent.
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I1 - Méthodes

A - Biologie Moléculaire

L’ensemble des techniques de biologie moléculaire évoquées ci-dessous sont des

techniques courantes, décrites en détail dans les manuels de laboratoires tels que le Ma-
niatis [Maniatis, Fritsch et al., 1982]'

1) Mutagenese dirigée sur des fragments d’ADN par la technique
de PCR et clonage du fragment mutagénisé dans un vecteur

a) PCR

Les réactions de PCR sont réalisées dans un volume réactionnel de 50 ul dans un
thermocycleur (Mastercycler gradient, Eppendorf). L’amplification des fragments d’ADN
est réalisée selon les parametres suivants : une étape de dénaturation de 2 min a 94°C
suivie d'un cycle de 15 sec a 94°C, 30 sec au Tm des amorces -2°C pour I'’hybridation, 45
sec a 72°C pour ’élongation. Ce cycle est répété 25 fois et se termine par 7 min
d’élongation a 72°C. La réaction s'effectue avec une concentration de 0,4 uM de chacune
des amorces, 200 uM de dNTPs, 1x tampon PCR et 0,4 unités de Taq polymérase.
L’'introduction des mutations dans le clone complet du CABYV a été réalisée par PCR en
utilisant des amorces portant les mutations. Les fragments d’ADN amplifiés sont ensuite
purifiés en utilisant le kit Quiagen « PCR Purification » avant d’étre digérés par les en-
zymes adaptées au clonage.

b) Analyse des fragments d’ADN sur gel d’agarose

Afin d’estimer la taille ainsi que la quantité des fragments d’ADN obtenus, une mi-
gration électrophoretique sur gel d’agarose est réalisée a partir d’'une fraction aliquote
de la réaction. Le gel d’agarose (1 a 1,5 % en général) est préparé dans du tampon TBE
0,5X (45 mM tris-borate, 1 mM EDTA). Les échantillons d’ADN sont mélangés au tampon
de charge (20 % glycérol, 1mM EDTA, 50 mM Tris ph 7,5 et 0,4 % de bleu de bromophé-
nol), avant d’étre déposés sur le gel. La migration s’effectue dans du tampon TBE 0,5X a
100V. Le gel est ensuite incubé pendant 10 min dans un bain contenant du bromure
d’éthidium BET a 0,5 ug/ml, puis la visualisation des fragments d’ADN s’effectue avec un
transilluminateur (GelDoc, Biorad) sous lumiere ultra-violet (UV).

c) Digestion par des enzymes de restriction

Pour réaliser le clonage des fragments d’ADN dans un vecteur, les deux molécules
sont digérées par des enzymes de restriction. Les réactions de digestion sont générale-
ment réalisées dans un volume final de 100 pl contenant 0,1 mg/ml de BSA, le tampon
approprié pour l'enzyme de restriction, et 5U d’enzyme (la moitié ajoutée a t=0, et
I'autre moitié a t=1h30). La réaction a lieu pendant 3h a 37°C. Lorsque plusieurs en-
zymes doivent étre utilisées pour le clonage et que leur tampon de digestion est diffé-
rent, une déprotéinisation au phénol/chloroforme-alcool isoamylique (vol/vol) puis au
chloroforme-alcool isoamylique (vol/vol) est réalisée avant de précipiter 'ADN avec un
mélange d’acétate de sodium 0,3M pH 5,2 et de 2,5 vol d’éthanol a 100 %. Dix pg de gly-
cogene peuvent éventuellement étre ajoutés a I’ADN pour faciliter la sédimentation.
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Apres une incubation a -20°C, 'ADN est sédimenté apres 45 min de centrifugation a 14
krpm, 4°C. Un lavage avec de I'éthanol a 70 % est ensuite réalisé et I’ADN est finalement
repris dans de '’eau avant de procéder a la deuxieme digestion enzymatique.

d) Purification des fragments d’ADN

Les fragments d’ADN digérés par les enzymes de restriction sont ensuite purifiés
apres migration sur un gel d’agarose. Apres une incubation du gel dans un bain de BET a
50 pg/ul, les fragments d’intérét sont excisés sous lumiere UV avant d’étre purifiés en
utilisant le kit « Gel extraction » de Qiagen. La concentration d’ADN obtenue apres puri-
fication est estimée par absorbance a une DO de 260 nm ou aprés migration sur gel
d’agarose d’une fraction aliquote. Si nécessaire, I’ADN est concentré par précipitation en
présence de 10 pg de glycogene, de 0,3M d’AcNa pH 5,2 et de 2,5 vol d’éthanol a 100 %.
Apres sédimentation pendant 45 min a 14 krpm, 4°C puis lavage du culot avec de
I’éthanol a 70 %, celui-ci est resuspendu dans 10 pl d'eau.

e) Ligation

La ligation du plasmide linéarisé (vecteur) avec le fragment d’ADN d’intérét (in-
sert) a lieu lors d’'une incubation la nuit a 14°C dans un volume réactionnel de 25 pl con-
tenant :

Vecteur : 400ng

Insert : rapport molaire insert/vecteur comprise entre 2 et 3
Tampon de ligation x1

ADN ligase T4 : 1 unité

Le produit de ligation est ensuite purifié avant I'électroporation en réalisant deux
extractions successives au phénol/chloroforme-alcool isoamylique et chloroforme-
alcool isoamylique puis une précipitation de I’ADN dans les conditions décrites précé-
demment (paragraphe II-A-1-d). Le culot est repris dans 5 pl d’eau.

f) Transformation de bactéries

Deux pl du mélange de ligation sont ajoutés a 40 pl de bactéries compétentes E. co-
li DH5a et le tout est soumis a un choc électrique dans un électroporateur (BioRad) se-
lon les conditions suivantes : 50 uF de capacité, 1,8 kV/cm de champ électrique et 200 Q
de résistance. 800 pl de milieu LB sont ensuite ajoutés aux bactéries qui sont incubées
30 min a 37 °C avant d’étre étalées sur un milieu gélosé sélectif. Les boites sont incubées
une nuit a 37°C.

Cette technique a été également appliquée pour la transformation des agrobacté-
ries, A. tumefaciens, avec les plasmides binaires mais dans ce dernier cas, les conditions
de culture ont été fixées a 28°C.

g) Extraction des plasmides des bactéries recombinantes

1,5 ml de milieu de culture LB contenant les antibiotiques appropriés sont ense-
mencés avec une colonie ayant poussé sur milieu sélectif. Apres une incubation d’'une
nuit a 37°C. L’ADN plasmidique est soit extrait avec le kit Qiagen lorsque ’ADN doit étre
séquencé, soit extrait selon la méthode de «lyse alcaline » [Sambrook, Fritsch et al, 1989] Jors-
qu’'un profil électrophorétique doit étre fait. Pour cette derniere méthode, les cellules
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sont sédimentées par une centrifugation de 1 min a 14 krpm, 4°C et le culot est repris
dans 100 pl de la solution I (50mM de glucose, 25mM de Tris-HCL pH 8,0, 10mM EDTA).
200 pl de la solution II (0,2N de NaOH, 1 % de SDS) puis 150 pl de la solution III (5M
d’acétate de potassium, 11,5 % d’acide acétique) sont ajoutés au mélange. L’ADN chro-
mosomique bactérien est sédimenté par une centrifugation de 15 min a 14 krpm, 4°C
puis le surnageant est déprotéinisé par une extraction avec le mélange phé-
nol/chloroforme-alcool isoamylique (vol/vol). La phase aqueuse est mise en présence
de 2 vol d’éthanol 100 % pour entrainer la précipitation de I’ADN plasmidique qui est
récupéré apres une centrifugation de 15 min a 14 krpm, 4°C. Apres un lavage a I’éthanol
70 %, le culot est finalement remis en suspension dans 50 pl d’eau.

h) Construction des mutants du CABYV

Tous les mutants ponctuels ont été créés par mutagenéese dirigée par PCR en utili-
sant 'ADN du plasmide pCAoWT comme matrice. Les amorces mutagenes ont été con-
cues pour remplacer les résidus asparagine par une glutamine a la position 70
(5’AAGGACCAACTCACGGGCAGTTCC3’ et 5’°CCGTGAGTTGGTCCTTTGAAAATACAAATG3’
pour le mutant Nglylcp) et 178 (5’AAAGGGCAAGGATCTTCCTCGGTTG3' et
5’'GAAGATCCTTGCCCTTTATAGAGGATCTT3’ pour le mutant Ngly2cp) dans la séquence
de la CP du CABYV et aux positions 408 (5’CTTCGTATCAATACACCGTCTCATACGG3’ and
5’CGGTGTATTGATACGAAGAATCCTTCTG3’ pour le mutant Ngly3rr) et 415
(5TACGGGCAATACACGGAGAAATATTGC3’ et 5’CCGTGTATTGCCCGTATGAGACGGTG3’
pour le mutant Ngly4rr) au niveau de la séquence de la RT du CABYV. Les oligonucléo-
tides CA11 (nucléotides 3071 a 3088 de I’ARN du CABYV) et CA12 (complémentaire aux
nucléotides 40059 a 4076) ont été utilisés comme amorces externes pour réaliser les
mutants dans la CP, et les oligonucléotides CAgag (nucléotide 4261 a 4278 de ’ARN du
CABYV) et CA2o (complémentaire aux nucléotides 5656 a 5670) pour les mutants dans la
RT. Les fragments amplifiés ont ensuite été digérés par les enzymes de restriction EcoRI
et Eagl pour les mutants Ngly1cp et NglyZ2cp, ou par Eagl et Sall pour les mutants Ngly3rr
et Ngly4rr, et ensuite introduits dans le plasmide pCAoWT soumis aux mémes enzymes
de restriction. Les constructions pour l'agroinfection ont été réalisées en introduisant la
séquence ADNc du CABYV dans le vecteur binaire pBin35SCA-WT [Prifer, Wipf-Scheibel et al,

1995], Le plasmide obtenu a ensuite été introduit dans Agrobacterium tumefaciens C58C1
[Holsters, Silva et al., 1980] pour l’agroinoculation [Priifer, Wipf-Scheibel et al,, 1995]

B - Protéines

1) Détection des virus par la technique ELISA

La technique du DAS-ELISA est une technique immuno-enzymatique ou I'antigene
(dans notre cas le virus) est pris en sandwich entre 2 anticorps. Le premier anticorps
dirigé contre le virus est fixé sur la plaque ELISA, tandis que le 2éme anticorps, spécifique
du virus, est couplé a la phosphatase alcaline. L’hydrolyse du substrat incolore (parani-
trophénol phosphate) en un produit coloré permet le dosage de I'antigene par spectro-
photométrie (DO 405 nm).

200 mg de fragments de feuilles prélevés sur I'’ensemble de la plante sont broyés
dans 1 ml de tampon de broyage (1x PBS, 0,05 % Tween 20, 2 % PVP). Le broyat obtenu
est sédimenté 5 min a 4000 rpm puis 200 pl de surnageant sont ensuite déposés dans les
puits de la plaque ELISA préalablement recouverts d’anticorps dirigés contre le virus
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dilués dans le tampon de coating (15 mM NazCO3, 35 mM NaHCO3 pH 9,6) et incubés 4 h
a 32°C. Apres une incubation la nuit a 4°C, I'anticorps secondaire est dilué dans le tam-
pon conjugué (1x PBS, 0,05 % Tween 20, 2 % PVP, 0,2 % ovalbumine) puis 200 pl sont
déposés dans chacun des puits. L'incubation est poursuivie pendant 4h a 32°C. Apres
chacune des étapes décrites précédemment, trois lavages de 3 min sont réalisés dans du
PBS-Tween (0,5 %). Apres addition du paranitrophénol phosphate préparé a 1 mg/ml
dans le tampon substrat (0,1 M Diéthanolamine pH 9,8), I'incubation est poursuivie a
température ambiante et les lectures au spectrophotometre (DO 405 nm) sont réalisées
30 min, 1 h puis 2 h apres addition du substrat.

Les anticorps primaires et secondaires utilisés pour détecter le TuYV (LOEWE) et
le CABYV (SEDIAG) sont dilués selon les recommandations des fournisseurs.

2) Purification de virus a partir de plantes agroinfectées

Les plantes infectées sont conservées a -80°C pour préserver le virus et pour facili-
ter le broyage des tissus lors de la purification. Comme les lutéovirus restent confinés
dans les tissus conducteurs du phloeme, la technique d’extraction nécessite l'utilisation
d’enzymes de type cellulase et macérozyme (Onozuka R-10). Le rendement d’extraction
reste cependant faible puisqu'’il est de I'ordre de quelques centaines de pg de virus par
kg de feuilles infectées pour le virus sauvage.

Toutes les centrifugations sont réalisées a 17°C et le stockage des suspensions se
fait a température ambiante pour éviter toute précipitation du virus pendant la purifica-
tion.

300 g de feuilles infectées et congelées sont broyées dans 600 ml de tampon ci-
trate de sodium 0,1 M pH 6,0 (tampon citrate x1) contenant 0,5 % de macérozyme,
0,5 % de cellulase, 0,5 % d’éthanol et 0,1 % d’acide thioglycolique. Le broyat est incubé
sous agitation pendant 4h a 25°C. 450 ml d’'un mélange (vol/vol) de chloroforme et de n-
butanol est ensuite ajouté et le tout est homogénéisé vigoureusement pendant 15 min.
Cette émulsion est centrifugée a 10 krpm pendant 15 min. On rajoute a la phase aqueuse
4 ml de Triton X-100 (0,5 % final). Apres 30 min d’agitation, du PEG 600 (8 % final) et
du NaCl (0,4 M final) sont additionnés et cette préparation est mise sous agitation pen-
dant 1 h, puis laissée au repos a température ambiante pendant une nuit. Une centrifu-
gation de 20 min a 12 krpm est réalisée, puis les culots sont remis en suspension dans
80 ml de tampon citrate x1 contenant 5 % d’éthanol, puis laissés sous agitation pendant
1h. Apres une centrifugation de 17 min a 9 krpm, le surnageant, qui contient la suspen-
sion virale, est réparti sur plusieurs coussins de saccharose a 30 % préparés dans du
tampon citrate x1 contenant 0,5 % d’éthanol. Apres 2h30 de centrifugation a 35 krpm,
chaque culot est repris dans 200 pl de tampon citrate x1. La suspension de virus est en-
suite déposée sur un gradient de saccharose (20 % a 60 %) puis centrifugée 2h30 a 35
krpm. Des fractions de 500 pl sont ensuite récupérées puis une lecture de la DO entre
230 et 300 nm est réalisée. Les fractions présentant un rapport de DO 260/280 compris
entre 1,5 et 1,7 sont celles qui contiennent le virus. La concentration du virus est déter-
minée en appliquant la formule suivante: DO 260/coefficient d’extinction du virus =

nombre de pg/ul de virus (€= 8,6 pour le TuYV et 8,5 pour le CABYV). Des fractions ali-
quotes du virus sont finalement stockées a -80°C

Sébastien Revollon - Theése - 2009 87



3) Préparation des échantillons de protéines
a) A partir de protoplastes

Apres 48h de culture, les protoplastes sont sédimentés et le culot est repris dans
50 pl de tampon Laemmli 2x (4 % de SDS, 20 % de glycérol, 10 % de B-mercaptoéthanol,
0,1 % de bleu de bromophénol et 125 mM de Tris-HCI pH de 6,8). Apres une dénatura-
tion de 10 min a 95°C, une fraction aliquote du mélange est déposée sur un gel de polya-
crylamide.

b) A partir de plantes

200 mg de feuilles prélevés sur I'ensemble de la plante sont broyés dans 200 pl de
tampon Laemmli 2x (4 % de SDS, 20 % de glycérol, 10 % de B-mercaptoéthanol, 0,1 %
de bleu de bromophénol et 125 mM de Tris-HCI pH de 6,8). Le broyat est ensuite placé a
95°C pendant 10 min, puis centrifugé 5 min a 10 krpm afin de sédimenter les débris cel-
lulaires. Environ 20 pl de surnageant sont ensuite déposés sur un gel de polyacrylamide
dénaturant comme décrit ci-dessous.

4) Electrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions déna-
turantes (SDS-PAGE)

Les gels sont composés d’un gel de concentration (120 mM Tris-HCI pH 6,8) con-
tenant 5 % d’acrylamide, qui permet de concentrer les échantillons en une bande tres
fine et d'un gel de séparation (37 mM Tris-HCl pH 8,8) contenant 10 % d’acrylamide, qui
permet de séparer les protéines selon leur poids moléculaire. L’électrophorese est réali-
sée a 100V dans le tampon 25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM Glycine, 0,1 % SDS.

5) Coloration au bleu de Coomassie

Les protéines séparées par SDS-PAGE sont incubées dans un bain contenant 25 %
d’isopropanol, 10 % d’acide acétique et 0,5 % de bleu de Coomassie R-250. Le gel est
ensuite décoloré dans de I'’eau ultrapure en présence d'une éponge pour absorber le
surplus de bleu de Coomassie.

6) Western blot

Apres séparation des protéines par électrophorese, celles-ci sont transférées sur
une membrane de nitrocellulose préalablement hydratée dans le tampon de transfert
(25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM Glycine 20 % éthanol) pendant 2 h a 60 V. La mem-
brane est ensuite saturée dans une solution de blocage (PBS 1x, 0,5 % Tween-20, 2,5 %
lait) pendant au moins 1h. Ensuite, elle est incubée pendant la nuit a 4°C dans le méme
tampon additionné de I'anticorps primaire (voir tableau pour les facteurs de dilution des
différents anticorps) dirigé contre la protéine d’intérét. Apres 3 lavages dans du PBS-
Tween-20 0,5 %, la membrane est incubée avec I'anticorps secondaire dilué dans la so-
lution de blocage et couplé a la péroxydase. L’'incubation a lieu pendant 4 h a 4°C. Apres
3 lavages dans du PBS-Tween-20 0,5 %, les protéines d’intérét sont révélées par chimio-
luminescence grace au kit Lumi-Light PLUS (Roche) puis autoradiographié.
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Les concentrations des différents anticorps utilisés sont résumées dans le tableau
suivant.

Anticorps utilisé Détection Facteur de dilution

IgG1 Particules du CABYV 20002me
Clavier Partie C-terminale de la RT du CABYV 25000¢me
Clopinette CP du CABYV 2000¢me

Tampon PBS 10x (pH 7,4) : 20mM de KH2PO4, 100mM de Na;HPO4, 27mM de KCl
et 1,37M de NaCl

C - Analyse des acides nucléiques

1) Extraction d’ARN a partir de protoplastes ou de plants de M.
perfoliata

Apres sédimentation des protoplastes, le culot est remis en suspension dans la so-
lution RLT du kit Rneasy (Qiagen) et soumis pendant 1 min a un broyage a I'aide d’'un
pilon motorisé. L’extraction des ARN totaux se poursuit ensuite comme décrit par le
fournisseur. L’extraction d’ARN total de plantes infectées est réalisée a partir de 100 mg
de feuilles réduits en poudre dans de I'azote liquide. Apres addition de la solution RLT
du kit Rneasy (Qiagen), le protocole se déroule selon les recommandations du fournis-
seur.

2) Extraction d’ARN a partir de concombre

200 mg de feuilles de Cucumis sativus sont prélevés sur 'ensemble de la plante. Le
broyage des échantillons est effectué dans un mortier avec 400 pl de tampon de broyage
(1 M glycine, 1 M NaCl, 0,1M EDTA et 1 % SDS) et 200 ul de Tris-phénol pH 8,0. Apres
une centrifugation a 14 krpm, 5 min, 4°C, le surnageant est prélevé et additionné a 1 vo-
lume de chloroforme-alcool isoamylique. Une nouvelle centrifugation a 14 krpm, 5 min,
4°C est réalisée et la phase aqueuse est additionnée a 1 volume d'éthanol a 100 %. Apres
une incubation d’au moins 30 min a -20°C, le culot d’ARN est récupéré apres une centri-
fugation a 14 krpm, 45 min, 4°C. Le culot est finalement remis en suspension dans 30 pl
d'H20 RNase free apres un dernier lavage avec de I'éthanol a 70 %.

3) Préparation de sondes a ARN marquées a la digoxygénine

La synthese d’'une sonde ARN spécifique du CABYV marquée a la digoxigénine et
complémentaire de I'extrémité 3’ de 'ARN viral a été obtenue a partir d'un plasmide
contenant I'extrémité 3’ du génome du CABYV. Apres linéarisation de ce plasmide par
I'enzyme Sall, 1 pg est placé dans le tampon de transcription du kit DIG RNA labeling mix
(Roche) en présence de digoxigénine-11-UTP et d’ARN polymérase du bactériophage T3
(Promega) selon les recommandations du fournisseur. La sonde ainsi obtenue est con-
servée a -20°C.
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4) Northern blot

Dix pg d’ARN totaux ou la totalité des ARN extraits de 500 000 protoplastes sont
dénaturés 10 min a 65°C dans 2 volumes de tampon de dénaturation (MOPS 1x, 40 %
formamide désionisée, 6 % formaldéhyde, 50 ng BET, bleu de bromophénol). Les échan-
tillons sont déposés sur un gel d’agarose a 1% préparé dans des conditions dénatu-
rantes (formaldéhyde 6,5 %, MOPS 1x). La migration s’effectue a 50 V dans du tampon
MOPS 1x.

L’exces de formaldéhyde est éliminé par un lavage du gel de 20 min dans du SSC
20x. Les ARN sont ensuite transférés par capillarité sur une membrane de nylon chargée
positivement (Roche) pendant une nuit dans du tampon SSC 20x. Apres transfert, les
ARNs sont fixés a la membrane par une irradiation aux UV.

La membrane est ensuite pré-hybridée a 68°C pendant 1 h dans 10 ml de tampon
DIG Easy (Boehringer) puis hybridée la nuit a 68°C dans 5 ml du méme tampon conte-
nant 2 pl de sonde marquée a la digoxygénine, dénaturée au préalable 5 min a 99°C. La
membrane est ensuite lavée deux fois 5 min a température ambiante dans du tampon
SSC 2x, SDS 0,1 % puis deux fois 15 min a 68°C dans du tampon SSC 0,1x, SDS 0,1 %.
Apres un équilibrage de la membrane dans un tampon maléique (0,1 M Acide maléique,
0,15 M NaCl pH 7,5), Tween-20 0,3 %, la membrane est saturée 1 h a température am-
biante dans un tampon de blocage (Tampon maléique, 1 % Réactif Block de Boehringer).
L’'incubation avec des anticorps anti-digoxygénine couplés a la phosphatase alcaline est
réalisée pendant 1 h sous agitation douce. Apres 2 lavages de 15 min dans le tampon
maléique, 0,3 % tween-20, la membrane est équilibrée 2 min dans le tampon de détec-
tion (0,1 M Tris-HCl pH 9,5, 0,1 M NaCl) puis incubée 5 min a I'obscurité en présence du
substrat chimioluminescent, le CDP-Star (Boehringer). Les ARNs viraux sont ensuite
visualisés par autoradiographie.

Composition du tampon 20x SSC : 3 M NaCl, 300 mM citrate trisodique.

5) Test de sensibilité aux RNases

Afin d’analyser la stabilité des particules virales des différents mutants obtenus,
un test de sensibilité aux RNases endogenes a été réalisé. Il consiste a extraire sur le
méme échantillon, les ARN totaux et les ARN encapsidés. Un northern blot est ensuite
réalisé afin de comparer I'accumulation de ces ARNSs.

a) Extraction des ARN totaux

200 mg de feuilles sont prélevés sur 'ensemble de la plante puis broyés en pré-
sence de 400 pl de tampon de broyage (200 mM Tris-HCI pH 9,0, 400 mM KCI, 200 mM
saccharose, 35 mM MgClz, 25 mM EDTA). Ce tampon de force ionique et de pH élevé in-
hibe l'action des RNases susceptibles d’étre libérées lors du broyage. Apres une dépro-
téinisation de I'échantillon avec des extractions successives avec les mélanges phénol,
phénol/chloroforme-alcool isoamylique puis chloroforme-alcool isoamylique (cette
derniere extraction étant répétée deux fois), les acides nucléiques recueillis dans la
phase aqueuse apres une centrifugation de 10 min a 14 krpm 4°C sont ensuite précipités
dans 2 vol d’éthanol 100 %. Apres centrifugation de 45 min a 14 krpm 4°C, le culot est
repris dans de 'acétate de sodium 3M pour solubiliser 'ADN et les petits ARN (ARNt,
ARN 5S). Les ARN ribosomiques (ARNr), messagers (ARNm) et viraux, insolubles sont
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récupérés par centrifugation de 30 min a 14 krpm 4°C, remis en suspension dans 100 pl
d’eau RNase free et précipités a nouveau avec 2,5 vol d’éthanol a 100 %. Apres une incu-
bation a -20°C suivie d’une centrifugation de 45 min a 14 krpm 4°C, un lavage dans 800
ul d’éthanol 70 % est réalisé avant de reprendre le culot dans 20 pl d’eau Rnase free. Une
estimation de la quantité et de la qualité des ARNs obtenus est ensuite réalisée par lec-
ture de la DO a 260 nm et calcul du rapport de la DO a 260 nm/DO a 280nm (Nanodrop).

b) Extraction des ARN encapsidés

L’extraction des ARN encapsidés est réalisée d’'une maniere identique a celle dé-
crite dans le paragraphe précédent a I'exception de la composition du tampon de
broyage (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgCl;) qui est compatible avec I'action des
RNases qui est réalisée au cours d’'une incubation de 30 min a 37°C.

6) Analyse de la descendance virale par RT-PCR

Pour étudier la stabilité des mutations dans la descendance des virus dans les
plantes agroinfectées ou infectées par puceron, '’ARN total est extrait a partir de ces
plantes avant d’étre utilisé dans I'étape de transcription réverse [Brault, Van den Heuvel et al,
1995], Cinq a 10 pg d’ARN totaux sont dénaturés en présence de 20 umoles d'un oligonu-
cléotide approprié par chauffage a 80°C pendant 2 min. Une solution d’hybridation (50
mM Tris-HCl pH 8,3, 75 mM KCIl, 3 mM MgClz, 10 mM DTT, 1 mM dNTPs, 10 unités de
Rnasine et 1 unité de transcriptase reverse) est ensuite additionnée au mélange et
I'incubation est poursuivie 1 h a 42°C. Pour les mutants Nglylcp et Ngly2cp, la RT a été
réalisée avec I'oligonucléotide CAog (complémentaire des nucléotides 4088 a 4105), et le
produit PCR a été synthétisé avec I'ajout de I'oligonucléotide CAg7 (nt 3505 a 3520). Pour
les mutants Nglylcp et Ngly2cp, la RT a été réalisée avec I'oligonucléotide CAzo (complé-
mentaire des nucléotides 5656 a 5670), et le produit PCR a été synthétisé apres I'ajout
de I'oligonucléotide CAgagr (nt 4261 a 4278). Le produit PCR a ensuite été digéré avec les
enzymes de restriction appropriées (le nombre entre parentheses indique la position de
chaque site de restriction): BamHI(4006)/EcoRI(4544), Eagl (4268)/Sall(5669) selon le
mutant a analyser. Les fragments ont ensuite été introduits dans le plasmide pBluescript
KS+ (Stratagene, Heidelberg, Allemagne) digéré au préalable avec les enzymes appro-
priées, et les séquences insérées ont ensuite été séquencées.

7) qRT-PCR

Pour les analyses par RT-PCR quantitative (QRT-PCR), les pucerons ont été mis en
acquisition sur une solution de CABYV purifié (50ug/ml) pendant 24 h avant d’étre
transférés vers des plants de M. perfoliata sains pendant 4 jours afin de vider le tube
digestif des virions libres. Une acquisition similaire a été réalisée apres ajout de 30 pg de
PP2-A1 purifiée d’A. thaliana ou de 30 pg de BSA a la solution de CABYV purifié. L’ARN
total a ensuite été extrait a partir de lots de 10 pucerons (RNeasy Plant Mini kit, Qiagen).
La quantité d'ARN dans les échantillons a été déterminée par lecture de la DO260nm (Na-
nodrop, Thermoscientific). Des oligonucléotides spécifiques ont été utilisés pour ampli-
fier une séquence de 180 pb dans le gene de la CP du CABYV (nucléotides 3149 a 3328).

12,5 ng d'ARN total dans un milieu de réaction de 25 pl ont été soumis a une RT-
PCR en une étape en utilisant le kit Quantitect SYBR Green RT-PCR (Qiagen), contenant 2
transcriptases inverses (Omniscript et Sensiscript) et une ADN polymérase (HotStart-
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Taq) aux concentrations recommandées par les fabricants et en présence des oligonu-
cléotides (concentration finale 0,5 pM). La RT-PCR a été réalisée avec le system iCycler
IQ (BioRad). Les cycles PCR réalisés ont été les suivants : 1 cycle de 30 min a 50°C et 15
min a 95°C, suivi de 40 cycles de 15 s a 94°C, 30 s a 55°C et 30 s a 72°C. La quantification
absolue a été réalisée en utilisant une série de dilutions contenant de 103 a 108 copies
d'ARN viral préparé a partir de virions purifiés de CABYV.

D - Analyse de la glycosylation

1) Par l'utilisation du kit ProQ Emerald

Les protéines virales sont tout d’abord séparées sur un gel SDS-PAGE a 10 %
d’acrylamide. Les gels sont incubés dans un premier temps dans 100 ml d’'une solution
de fixation contenant 50 % de méthanol et 5 % d’acide acétique pendant 1h, puis dans
une solution de fixation fraiche pendant la nuit. Les gels sont ensuite lavés deux fois
dans 50 % de méthanol pendant 30 min puis trois fois dans 3 % d’acide acétique pen-
dant 5-10 min. Les glycanes sont ensuite oxydés par une incubation dans 1 % d’acide
périodique pendant 20 min. Apres 4 lavages des gels dans 3 % d’acide acétique pendant
5-10 min une incubation dans une solution contenant le colorant ProQ Emerald 488 est
réalisée pendant 30-120 min. La solution contenant le ProQ Emerald est préparée ex-
temporanément avec une dilution au 1/50¢me, Le gel est finalement incubé dans 3 %
d’acide acétique pendant 5-10 min puis rincé brievement a I'eau.

E - Divers

1) Analyse in silico des protéines

SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) a été utilisé pour identifier les
séquences signales d’adressage vers les membranes sur les protéines structurales des
polérovirus. ScanProsite (http://www.expasy.ch/tools/scanprosite/) a été utilisé pour
identifier les sites potentiels de  N-glycosylation, et NetOGlyc 3.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) a été utilisé pour prédire les sites poten-
tiels de O-glycosylation par une N-acétylgalactosamine sur les séquences des protéines
structurales des polérovirus.

8) Immunoprécipitation

Dans un tube Eppendorf de 2 ml, on ajoute 5 pl d’anticorps a la solution de virus
purifié. On procéde ensuite a une incubation sur la nuit a 4°C sur roue rotative. Apres
avoir ajoutés 20 pl de billes de sépharose/protéine A, I'incubation est poursuivie pen-
dant 4 h a 4°C sur la roue. On réalise ensuite une centrifugation de 3 min, 1000 rpm a
4°C pour sédimenter les billes qui sont finalement resuspendues dans 200 pl de tampon
de lavage (20mM TrisHCI ph 8, 125mM NaCl, 10 % NP-40, 1 % NP-40, 2ZmM EDTA). Cette
étape est réalisée trois fois avant d’ajouter 30 ul de tampon Laemmli 2X. Le mélange est
ensuite dénaturé par une incubation pendant 10 min a 100°C. Les protéines sont ensuite
séparées sur un gel SDS-PAGE avant d’étre analysées par western blot.
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9) IC-RT-PCR

200 mg de fragments de feuilles prélevés sur I'ensemble de la plante sont broyés
dans 1 ml de tampon de broyage (1x PBS, 0,05 % Tween 20, 2 % PVP). Le broyat obtenu
est sédimenté 5 min a 4000 rpm puis 200 pl de surnageant sont ensuite déposés dans les
puits de la plaque ELISA préalablement recouverts d’anticorps dirigés contre le virus
dans le tampon de coating (15 mM Na_2 CO_3, 35 mM NaHCO_3 pH 9,6) et incubés 4 h a
32°C. Apres une incubation la nuit a 4°C, on réalise trois lavage dans du PBS-Tween
(0,5 %), puis on ajoute 10 pl d’'une solution de Triton X-100 a 1 % dans chacun des puits.
La plaque est incubée pendant 210 secondes a 80°C. Dix pl d’'un mélange réactionnel
pour la transcription réverse sont ensuite ajoutés dans chacun des puits et I'incubation
est poursuivie pendant 1h a 42°C. La réaction de PCR est ensuite réalisée dans des tubes
comme décrit précédemment.
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Abstract:

Poleroviruses are phytoviruses strictly transmitted by phloem-feeding aphids in a
circulative and non-propagative mode. During ingestion, aphids sample virions in sieve
tubes along with sap. Therefore, any sap protein bound to virions will be acquired by the
insects and could potentially be involved in the transmission process. By developing in
vitro virus-overlay assays on sap proteins collected from cucumber, we observed that
about twenty proteins were able to bind to purified particles of Cucurbit aphid borne
yellows virus (CABYV). Among them, eight proteins were identified by mass
spectrometry. The role of two candidates belonging to the PP2-like family (predominant
lectins found in cucurbit sap) in aphid transmission was further pursued by using
purified orthologous PP2 proteins from Arabidopsis. Addition of these proteins to the
virus suspension in the aphid artificial diet greatly increased virus transmission rate.
This shift was correlated with an increase in the number of viral genomes in insect cells
and to an increase of virion stability in vitro. Surprisingly, increase of the virus
transmission rate was also monitored after addition of unrelated proteins in the aphid
diet, suggesting that any soluble protein at sufficient high concentration in the diet and
acquired together with virions could stimulate virus transmission.

Introduction
The plant vascular tissue is a crucial compartment that poleroviruses (Luteoviridae,

Polerovirus) exploit both to multiply and to invade distant part of the plant. Virus
replication takes place in the nucleus-containing phloem parenchyma and companion
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cells which surround the enucleate sieve elements (SE). Long-distance movement of
virions occurs via the sieve tubes, formed by connecting SE (Taliansky and Barker,
1999). Virus particles have been observed in the branched plasmodesmata connecting
companion cells and SE (Esau and Hoefert, 1972; D'Arcy and De Zoeten, 1979;
Shepardson et al., 1980; Mutterer et al., 1999), suggesting that virions are the infectious
entity moving over long distances. For their transmission from plant to plant, virus
particles are taken up exclusively from SE by the phloem-feeding aphids during sap
ingestion. Members of the Luteoviridae family (called hereafter luteovirids) are
transmitted in a persistent and circulative mode by aphids and successively cross the
intestinal and accessory salivary gland cell epithelia by transcytosis before being
released into a healthy plant together with saliva (Gildow, 1999; Brault et al., 2007)
during a subsequent feed. Luteovirids have icosaedric particles which enclose a single-
stranded RNA genome of about 6 kb. The virions are composed of two structural
proteins, multiple copies of the major coat protein (or CP) and a few copies of a minor
component (readthrough protein or RT protein). The RT protein is a fusion protein
containing the CP at its N-terminus and a RT domain at its C-terminus. Both proteins are
required for aphid transmission and are also involved in virus movement in plant
(Brault et al., 1995; Chay et al.,, 1996; Brault et al., 2003; Peter et al., 2008). The RT
protein has also been implicated in limitation of the virions to the vascular tissue (Peter
etal., 2009).

Research in recent years has identified in phloem sap a plethora of small molecules
including sugars, amino acids and phytohormones as well macromolecules such as RNAs
and proteins (for reviews see Lough and Lucas, 2006; Kehr and Buhtz, 2008; Turgeon
and Wolf, 2009). The non-cell autonomous nature of these macromolecules has been the
subject of particular recent attention since it has been demonstrated that some of them
are able to move over long distances in sieve tubes (Golecki et al.,, 1999; Aoki et al,,
2005), potentially acting as regulators in distant cells or as shuttles for any interacting
molecules. Several hundred proteins have been identified in the sap of different plant
species (Fisher et al., 1992; Nakamura et al., 1993; Walz et al,, 2002; Barnes et al., 2004;
Walz et al, 2004; Giavalisco et al., 2006; Lin et al, 2009). Because mature SE are
deprived of functional translation machinery, the most likely synthesis sites of phloem
sap proteins are either immature SE or adjacent companion cells. Specialized branched
plasmodesmata connecting SE and companion cells display the ability to mediate
trafficking of proteins of up to 67 kDa (Stadler et al., 2005), a size exclusion limit which
largely exceeds the size exclusion limit (approximately 1 kDa) of plasmodesmata
interconnecting mesophyll cells (Wolf et al., 1989). Thus, most proteins synthesized in
the companion cells could diffuse through these widened plasmodesmata into the SE.
Moreover, microinjection experiments have revealed that some phloem sap proteins can
significantly increase the size exclusion limit of mesophyll plasmodesmata
(Balachandran et al., 1997; Ishiwatari et al., 1998). If this property can be extrapolated
to plasmodesmata connecting phloem cells, phloem proteins contained in sap could
further facilitate protein exchanges between SE and companion cells.

Roles have already been assigned to some phloem sap proteins. For example, an
antioxidant defense mechanism has been observed in Cucumis sativus and Cucurbita
maxima sieve tubes (Walz et al.,, 2002). There is evidence that two abundant phloem
proteins (PP1 and PP2) associate following wounding to plug the SE (Read and
Northcote, 1983; Schulz, 1986). Phloem proteins are also thought to play an important
role in transporting RNA molecules to their destination sites (Xoconostle-Cazares et al.,
1999; Xoconostle-Cazares et al., 2000; Yoo et al., 2004; Gomez et al., 2005). Finally, some
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proteins, such as the protein encoded by the FLOWERING LOCUS T, act as signals for
developmental switches transmitted from the leaves to the meristems (Corbesier et al.,
2007). The functions of most of the other phloem proteins are still unknown but there is
speculation that many are implicated in long distance signaling, development, stress and
defense reactions (Ruiz-Medrano et al., 2001; Van Bel, 2003; Lough and Lucas, 2006).

A few studies reported that phloem proteins can bind to pathogens like phytoviruses or
viroids: The phloem protein 1-homolog from Cucumis melo was shown to bind Cucumber
mosaic virus particles in vivo and to increase virus stability (Requena et al., 2006). Two
predominant lectins in cucumber sap, belonging to the phloem-protein 2 family (PP2),
were also shown to bind to viroids and virus RNA in vitro and in vivo (Gomez and Pallas,
2001; Owens et al, 2001; Gomez and Pallas, 2004), a property that was proposed to
facilitate long distance movement of these entities. As the SE is not only used by
luteovirids to move over long distances but also contains the virus stock for phloem-
feeding insects, we reasoned that phloem proteins might not only have an effect on virus
movement in planta, but could play a role in aphid transmission of these viruses as well.
Implication of plant proteins in the aphid transmission process is so far limited to the
non-persistently transmitted Cauliflower mosaic virus (CaMV). Recent work by
Martiniere et al. (2009) showed that specific interactions between host proteins
involved in microtubule genesis together with viral determinants are implicated in the
formation of specialized structures required for vector transmission (Drucker et al.,
2002; Khelifa et al.,, 2007).

In the present study, we have shown that several proteins from cucumber SE can
interact with Cucurbit aphid borne yellows virus (CABYV, Lecoq et al.,, 1992). We have
further observed that phloem lectins can stimulate virus transmission by aphid when
mixed with virus in an artificial diet and have a protective activity of the virions against
in vitro degradation. However, this effect on virus transmission rate was not restricted
to plant lectins and could be extended to various non plant proteins suggesting that any
protein present in phloem sap in sufficient high concentration could stimulate virus
transmission by aphids.

Results

Identification of phloem sap protein partners of CABYV

Our knowledge concerning luteovirids transmission by aphids is at present limited to
the identification of viral proteins essential for virus acquisition, retention and transport
through the aphid and to the identification of several aphid proteins which could be
involved in the transmission process (Brault et al., 1995; Brault et al,, 2000; Gildow et al.,
2000; Reinbold et al., 2001; Peter et al., 2008; Yang et al., 2008). This study was designed
to identify cucumber sap proteins that can bind purified polerovirus particles with the
idea that such proteins could be putatively involved in aphid transmission. Interaction of
CABYV virions with phloem sap proteins was evaluated using a virus-overlay assay on
crude sap protein extract collected by exudation from cucumber. This plant species is
particularly well adapted to sap collection as highlighted by the abundant literature
reporting identification of cucurbit sap proteins (for a review, see Kehr, 2006).
Moreover, CABYV particles can be detected in sap extract collected from infected plants
(data not shown), in agreement with previous observations of virus-like particles in SEs
of other plant species (Esau and Hoefert, 1972; D'Arcy and De Zoeten, 1979; Shepardson
et al., 1980; Mutterer et al., 1999). Three hundred micrograms of phloem sap proteins
were separated by 2D-gel electrophoresis prior to electro-blotting and incubation with
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purified virions in the conditions described in Material & Methods. The blot was then
incubated with CABYV-specific antiserum and the proteins exhibiting the ability to bind
purified CABYV were excised from a duplicate gel loaded in parallel with the same
extract. A unique profile of spots corresponding to CABYV-interacting proteins was not
observed among the five independent experiments performed with phloem sap
collected over a 4 month-period. However, in four of the five experiments, a very strong
signal was observed that corresponded to one or several proteins migrating between
18-22 kDa (see arrowhead in Figure 1A for the most typical result). The absence of such
a signal in the fifth experiment was likely due to the range of molecular weights (MW)
covered by the separation in the gel (Figure 1C). Note that the labelled spots marked
with asterisks in Figure 1A and 1C are due to nonspecific reactions with CABYV specific
antibodies as they are also observed when the virus-overlay was omitted from the
experimental protocol (Figure S1A). The virus binding proteins migrating at around 18-
22 kDa were extracted from a replicate 2D-gel loaded in parallel and stained with
Colloidal blue. As shown in Figure 1B, the proteins corresponding to the 18-22 kDa
strong signal exhibited a closely spaced tetrad-like arrangement that facilitated their
localization and excision. After trypsin digestion, the resulting peptides were analysed
by mass spectrometry (MALDI-MS or nano LC-MS/MS) and referenced to databases
(Table 1, Table S1). Although not all the proteins of the tetrad could be identified with
confidence, one spot could be assigned by nano LC-MS/MS to the 17 kDa phloem lectin
from C. sativus (Table S1). The sequencing also revealed the presence of an additional
non-identified protein. Therefore, identification of the 17 kDa protein is still
hypothetical and indicated as nonidentified in Table 1. However, as the four proteins in
the tetrad are in close proximity, the observed signal could be due to an interaction
between CABYV virions and one or more unidentified proteins from the tetrad. Other
signals (for instance those corresponding to the 32-34 kDa or the 24-27 kDa proteins
respectively in Figure 1A and 1C) were less reproducibly observed (in two experiments
out of the 5 performed, Table 1). The three spots corresponding to 32-34 kDa proteins
(one example in Figure 1A; the spot is labeled by an open arrow) did not give any mass
spectrometry identification, probably because of a lack of sequence homology to
proteins in the available databases, whereas among the five signals that appeared
between 24 and 27 kDa (open arrows on Figure 1C), the cucumber phloem lectin of 26
kDa was identified twice with a sequence coverage of 37 to 68% (Table 1). The signal
corresponding to the 26 kDa phloem lectin appeared on two blots as a succession of 3 to
4 spots that all gave similar protein identification (an example is shown in Figure 1C).

Identification of CABYV partners was further pursued using fractions of sap proteins
obtained after size fractionation by exclusion chromatography (Figure 2). Phloem sap
proteins were collected by exudation as above before being deposited on the exclusion
chromatography column. The proteins collected in each fraction were first concentrated
before being separated by 1D-gel electrophoresis (20 pg per lane). It is interesting to
note that mixtures of proteins of different sizes were present in most of the fractions
(Figure 2B) suggesting the existence of protein complexes in sap exudates. Nine
independent sap protein fractionation experiments were performed over a five-month
period and these protein extracts were then used in the virus-overlay assays. Similarly
to the previous experiments in which the sap proteins were separated on a 2D-gel
electrophoresis prior to virus-overlay assay, the nine experiments performed with
proteins separated on a 1D-gel did not produce a unique CABYV-binding proteins
profile. Figure 2A shows one example of reactions obtained after incubation of the
phloem sap proteins with purified virions. Whereas the CABYV antiserum reacted
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nonspecifically with phloem sap proteins of about 35 kDa (Figure S1B), a total of about
fourteen proteins, ranging from 16 kDa to about 100 kDa, displayed a capacity to bind
specifically to CABYV particles in the nine experiments performed (Table 2). The most
reproducible interactions with the CABYV virions (signals observed in 8 out of 9
experiments) were mainly observed in two fractions ranging from 12 to 14 with
proteins exhibiting a MW between 22 and 29 kDa (plain arrows in Figure 2A). The
corresponding bands were extracted from a replicate gel and further processed for mass
spectrometry identification. Among the candidates, we found the lectin CsLec26 from C.
sativus previously identified by 2D-gel overlay assay (see above), an ascorbate
peroxidase and a protein with homology to a protein of unknown function from Oryza
sativa (Figure 2B). Additional proteins with MWs between 22 and 29 kDa that interacted
with CABYV could not be identified by mass spectrometry due to absence of sequence
homology in the databases. Others reproducible signals (observed in 3 out of 9
experiments) occurred at a MW range of 16 to 19 kDa in fractions 16 or 17 and of 53 to
57 kDa in fractions 11 or 12 (open arrows in Figure 2B). The spots corresponded to the
lectin CsLec17, the Csf-2 protein, a translationally controlled tumor related-protein, and
a hypothetical protein from C. melo similar to a hydroxymethyltransferase from A.
thaliana. This last protein exhibited a higher MW than the homologous protein in C. melo
(35 kDa). An additional less reproducible band was observed at about 100 kDa in
fraction 12 (in 2 experiments out of 9) and could be assigned by mass spectrometry to a
lipoxygenase (Table 2).

Effect of phloem sap proteins on CABYV transmission

To analyze the effect of phloem sap components on virus transmission by aphids,
purified CABYV preparations were supplemented with phloem exudates collected from
healthy cucumbers. The mixture was deposited between two stretched Parafilm®
membranes that aphids can puncture to feed and acquire the virus. Virus transmission
parameters (virus concentration, acquisition access period (AAP) and number of aphids
transferred per plant) were adjusted so as to obtain a basal transmission efficiency
ranging from 0 to 13% when no additional substance was added (Table 3). Cucumber
crude sap extract was collected from several plants combined and mixed with the virus
preparation. In five independent experiments (Exp. 1-5, Table 3), virus transmission
rates of the purified CABYV alone varied from 0 to 12% (average 6%) whereas the
transmission rates shifted to 28 to 93% (average 60%) after addition of sap content.
When sap was collected from individual plants and mixed with purified virus, the
stimulatory effect of phloem exudates varied considerably between plants (Table 3, Exp.
6-9). These variations could be due to the position on the plant where sap was collected
because depending on the rate of exudation flow, sap was collected at different sites
along the cucumber stem in the different plants. We have found that protein
concentration in SE varies considerably depending on the leaf position where sap was
collected (Figure S2) although no obvious difference in protein composition was
observed (data not shown). This variation in protein concentration could explain the
difference in the transmission rates among the different plants although we cannot
exclude an additional effect of the protein content, the protein aggregation state or the
presence of other sap compounds.

To further evaluate the role of sap protein composition on CABYV transmission, phloem
sap proteins were fractionated by size exclusion column chromatography and
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concentrated. Three separate fractionation experiments were conducted and 30 to 40 pg
of proteins of each fraction were added to the purified virus before being delivered to
aphids. Note that the protein concentration in the aphid diet in these experiments was
much lower than that used in the previous transmission experiments with whole sap
extracts in which about 150 to 200 ug of sap proteins were added in the diet.

As shown in Figure 3, half of the protein fractions of experiment 1 (Exp. 1, 8 fractions
out of 18 tested) had a mild to strong stimulatory effect on virus transmission compared
with “NP” sample containing only purified virus, while the remaining protein fractions
did not alter the transmission rate. This effect may be attributed to the presence of
specific sap proteins in certain fractions. This is particularly striking with proteins
contained in fraction 17 of two independent experiments, which shifted the aphid
transmission rate from 0 to 29% (Exp. 2) or 71% (Exp. 1). In experiment 3, on the other
hand, the stimulatory effect was mainly elicited by proteins contained in fractions 12, 16
and 20 (Figure 3). Analysis by SDS-PAGE of the protein composition of the three sap
fractions that predominantly increased transmission efficiency, revealed the presence of
low MW proteins (less than 17 kDa to 33 kDa) in fractions 16 and 17 and additional
proteins of higher MW, including a major band at about 100 kDa, in fraction 12 (Figure
S3). It is interesting to note that the experimental MW of more than half of the proteins
identified by virus-overlay assay that exhibited the ability to bind CABYV ranged
between 17 to 24 kDa and that a lipoxygenase of about 100 kDa was also identified by
virus-overlay assay (see Tables 1 & 2).

Role of phloem proteins in CABYV transmission by aphids

To confirm a stimulatory effect of some phloem proteins on viral transmission, we
selected the two phloem lectins CsLec17 and CsLec26 identified as CABYV potential
partners by virus overlay assays (see before) for additional experimentation. These two
proteins belong to the Phloem Protein 2 (PP2) family (Dinant et al,, 2003). Their close
orthologs in A. thaliana, AtPP2-A1 and -A2, display the same domain organization and
share over 38% similarity. The transcription pattern of AtPP2-A1 and AtPP2-A2 genes is
restricted to the companion cell-SE complexes, as shown for CsLec26 and CsLecl7
(Dinant et al,, 2003), and AtPP2-A1 exhibits identical lectin activity to its orthologous
protein in cucumber (Beneteau et al, 2009). Together these data provide strong
evidence that both cucumber and Arabidopsis PP2 proteins share identical functions in
the phloem.

To test the effect of the A. thaliana PP2 lectins on CABYV transmission, we purified
AtPP2-A1 et -A2 proteins from recombinant E. coli (Beneteau et al, 2009). The
recombinant AtPP2-A1 and -A2 proteins contained a 6 histidine C-terminal extension
and were purified on a nickel affinity column. As previously, the transmission
parameters were fixed to obtain a basal virus transmission rate (2.7%) in the absence of
any compound added to the virus solution (virus concentration 50 pug/ml, 24h AAP and
10 aphids transferred per plant). When these parameters were modified to 100 pg/ml
for the virus concentration, 48h for the AAP and 20 aphids per test plant, the
transmission efficiency raised to 80% (Table 4). In the low transmission conditions,
addition of 30 pg of either AtPP2-A1 or -A2 to the virus in the aphid diet increased the
transmission rate to 70.5 and 90%, respectively (Table 4). This enhancement in the
virus transmission rate was similarly observed when AtPP2-A1 was added to a purified
suspension of TuYV, another polerovirus transmitted by aphids and also able to infect A.
thaliana (Table 4). Finally, to establish if this effect on virus transmission was specific to
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phloem proteins, different purified proteins from various origins were added to the
aphid diet. As shown in Table 4, virus transmission rate also increased when BSA, casein,
lyzosyme, cytochrome c or carbonic anhydrase were mixed to the virus. In contrast,
addition of two other lectins from Lens culinaris (LcH) or from Maclura pomifera (MPA)
did not induce a stimulation of virus transmission by aphids. This experiment suggests
that the enhancement of transmission by added proteins may be more complex than
originally thought.

Despite the apparent aspecific enhancement of transmission provided by different
proteins, we performed additional experiments with AtPP2-A1. First, we evaluated the
effect of this protein on the stability of the virions. Viral particles mixed with AtPP2-A1
were submitted to an RNase treatment using increasing concentrations of RNase A
(Figure 4). This treatment should induce a partial degradation of any viral RNA which is
poorly protected by the capsid. The protected RNA was extracted and amplified by RT-
PCR. We observed that the PCR-amplified virus fragment was more abundant when
AtPP2-A1 was mixed to the virus prior to RNase addition. Incubation of purified CABYV
particles with AtPP2-A1 therefore seems to diminish the accessibility of the
encapsidated RNA to RNase A in vitro, suggesting that interaction with this protein
masks accessible sites on the virus particles.

We further investigated whether the enhancement in transmission efficiency was due to
an increase in the amount of virus retained in the aphids. To this aim, we evaluated by Q-
RT-PCR virus accumulation in aphids fed on purified preparations of CABYV
supplemented with AtPP2-A1 by comparing it to a reference scale of quantified CABYV
RNA genomes. Before extracting RNA from the viruliferous aphids for quantification,
aphids were transferred for 4 days on healthy plants to empty the digestive tract lumen
of free virions. The number of virus genomes estimated by Q-RT-PCR therefore
represents the number of internalized virions.

The results presented in Figure 5 reveal a significant increase (2.5 fold) of the number of
viral genomes internalized when AtPP2-A1 was present in the aphid diet: 3.5 10> virus
genomes/ng of total RNA in aphids after acquisition of CABYV alone (Ct value of 24.63 *
0.17) versus 8.8 10> virus genomes after addition of AtPP2-A1 (Ct value of 23.04 + 0.15).
The increase in transmission efficiency observed when purified AtPP2-A1 was added to
the virus in the aphid diet may be at least in part explained by the higher number of viral
particles present within the aphid.

Discussion

CABYV protein partners in sieve elements: a role in plant defense and/or a
function in virus long distance movement?

As noted in the introduction, poleroviruses such as CABYV are strictly confined to the
phloem compartment. Therefore, it is reasonable to hypothesize that interactions
between virions and phloem-specific host proteins could play a role in the viral infection
cycle. In this paper, we have used virus-overlay assays of sap extracts to detect a number
of host phloem proteins which can bind in vitro to CABYV. Concerning the possible
significance of these interactions, at least three types of situation can be envisaged; (1)
the interaction could be involved in a host anti-virus defense mechanism; (2)
alternatively, the interaction could represent a situation in which the virus hijacks that
machinery for its own ends; and finally, (3) we can by no means rule out the possibility
that, at least some of the interactions, have no effect one way or the other.



Bencharki 8 MPMI

Some of the virus-host phloem protein interactions reported here were reproducibly
observed although protein identification did not lead to unique candidates. Other
interactions were found less frequently and the protein identification remained
hypothetical (Tables 1 & 2). Overall, the experiments performed clearly showed that
CABYV virions could bind sap proteins, but the interacting proteins could not be
identified with confidence. Several reasons could explain the low reproducibility of
some interactions, like a weak affinity between virus particles and these particular
phloem proteins, experimental variations in protein composition of cucumber sap or
more basic technical problems related to proper identification and excision of spots.
Among the proteins extracted from the gel that could bind CABYV virions were two
lectins, CsLec 17 (Dinant et al., 2003; Walz et al., 2004; Gomez et al., 2005) and CsLec26
(Dinant et al., 2003; Walz et al., 2004). These proteins, known to be the most abundant
species in the sap of cucurbits, are poly-GlcNAc-binding lectins belonging to the PP2
family and are widespread among the angiosperms (Dinant et al., 2003). They have been
suggested to function in plant defense responses by recognizing invading pathogens
(Read and Northcote, 1983). Recently, it was shown that Arabidopsis PP2-A1 phloem
lectin binds to different classes of glycans, including N-glycans (Beneteau et al., 2009).
They could potentially recognize glycosylated virus particles although a recent
reinvestigation did not provide any evidence for the presence of sugar residues on
structural proteins of poleroviruses (Revollon et al., 2009) as was previously proposed
(Seddas and Boissinot, 2006).

Most of the other identified putative CABYV partners can also be linked directly or
indirectly to stress and defense response pathway. This probably reflects, at least to
some extent, the abundance of stress-related proteins in the phloem sap (Kehr, 2006;
Dafoe et al., 2009). Thus, among the interacting proteins, we found a protein of the
antioxidant defense pathway (ascorbate peroxidase) and a lipoxygenase involved in the
jasmonic acid biosynthesis pathway dedicated in the peroxidation of membrane lipids
and synthesis of signaling molecules (Siedow, 1991). Lipoxygenase expression has been
reported to be induced after injury of plants by feeding aphids (Fidantsef et al., 1999;
Voelckel et al, 2004). A hydroxymethyltransferase was also found among the
candidates. This enzyme is involved in the photorespiratory chain pathway. In
Arabidopsis, one isoform was shown to minimize the oxidative damage caused by biotic
and abiotic stresses (Moreno et al., 2005). A similar isoform was highly abundant in
pumpkin. Conversely, implication of the other two candidates in plant defense
mechanisms is not established: Csf-2, is a plant factor whose expression was previously
shown to be induced by ripening in cucumber (Suyama et al, 1999) and the
translationally controlled tumor-related protein was characterized in human as IgE-
dependent histamine releasing factor (MacDonald et al, 1995). Note that all the
candidates identified have already been found in phloem exudates of different plant
species (Aoki et al., 2005; Kehr, 2006; Dafoe et al., 2009) except the protein similar to an
0. sativa protein of unknown function (Table 2).

The potential of a number of phloem proteins to move over long distances has been
demonstrated. For instance, in addition to trafficking in both directions between
companion cells and SE, PP2 proteins can also move into SE by following assimilate
transport from source to sink (Golecki et al,, 1999). It is conceivable that CABYV and
other poleroviruses could take advantage of the ability of these phloem proteins to
traffic to distant locations by forming complexes mobile with them. The rootward
movement of C. maxima PP16-1 was shown to depend on its interaction with other
specific phloem proteins, including a translationally controlled tumor related-protein
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(Aoki et al.,, 2005), identified in this study as a putative CABYV partner. Similarly, Csf-2,
another potential CABYV partner, has recently been shown to be part of a multiprotein
complex with RBP50 (Ham et al,, 2009), which is able to move over long distances.
Moreover, such a complex is likely to play an essential role in long distance transport of
several messenger RNAs in phloem sap. Interaction of Csf-2 with CABYV virions raises
the possibility that this protein could bridge viral particles to the aforesaid complexes
and thus be involved in addressing viruses to specific distant tissues.

Virus binding to phloem proteins could also be an important step in virus exit from SE.
Virus interaction with parietal proteins could, for instance, favor capture of virions from
sap flow, therefore promoting their transport into companion cells through
plasmodesmata. This mechanism would share similarities with virus uptake in aphid
intestinal cells, which is thought to rely on the presence of receptors on the apical
plasmamembrane that would capture virions from the food bolus (Reinbold et al., 2001;
Seddas et al., 2004; Yang et al., 2008). Trafficking through plasmodesmata could also be
facilitated by certain phloem sap proteins, which have been reported to modify the size
exclusion limit of the plasmodesmata connecting adjacent cells (Balachandran et al,,
1997; Ishiwatari et al., 1998). By sequentially interacting with these protein types
(parietal and plasmodesmatal), the virus could thus usurp cellular trafficking
mechanisms to enter uninfected companion cells.

On the other hand, virus interaction with parietal proteins could function as a defense
mechanism against viruses, by sequestering the virions, therefore limiting their systemic
movement. Conversely, the virus could make use of the interaction with phloem
proteins, independently of their mobility, to phenotypically mask particles and protect
them from plant defense mechanisms. It is noteworthy that CABYV and TuYV virus
particles can bind a bacterial endosymbiotic protein (symbionin) in the aphid
hemolymph, with consequent protection of virions from recognition by the insect
immune system (van den Heuvel et al.,, 1997). As the identification of phloem CABYV-
partners remains hypothetical, further studies are required to validate the interactions
observed and to understand their role in the virus cycle.

Purified proteins can stimulate CABYV transmission by aphids

When a crude sap extract was added to purified virus, a stimulatory effect on virus
transmission by aphids was observed in our experiments. Implication of proteins
present in SE in the aphid transmission process is further suggested by the results
obtained when using purified phloem lectins from A. thaliana (AtPP2-A1 and -A2) and
expressed in E. coli. Moreover, enhancement of virus transmission, after addition of
these proteins to the virus in the aphid diet, was directly correlated with an increase of
virus accumulation in the aphid’s body. Unfortunately, the ability of these specific A.
thaliana proteins to bind CABYV could not be assessed in a virus-overlay assay because
of a nonspecific reaction between the purified proteins and the serum directed against
CABYV (data not shown). Therefore, we couldn’t determine if the increase in virus
transmission efficiency was directly related to the capacity of the lectins to bind CABYV
virions.

Surprisingly, a stimulatory effect on virus transmission was also recorded when several
purified proteins of non-plant origin were added in the aphid diet, although the two
lectins from Lens culinaris or from Maclura pomifera, which are probably toxic for the
aphids, (Murdock and Shade, 2002) did not have a stimulatory effect. This finding
suggests that virtually any protein that has no harmful effect on aphids could stimulate
virus transmission. However, we did not observe such an increase in the virus
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transmission rate with all the proteins present in the different enriched sap fractions
obtained after size exclusion chromatography of sap exudate. As most proteins present
in the purified sap fractions appear to be associated in complexes as shown in Figure 2B,
it is possible that only partially uncomplexed proteins have the ability to increase virus
transmission rate. It is likely that the concentration of uncomplexed proteins in all the
enriched sap fractions is not like that used in the artificial aphid diet in the control
experiments, which could explain why not all the sap protein fractions have the capacity
to increase virus transmission rate. If virtually any protein can have significant effect on
the virus transmission rate at sufficient high concentration, then the increase of virus
transmission observed when using total phloem sap exudate could be the effect of the
sum of small “nonspecific’ contributions from many proteins in relatively low
concentration.

Purified phloem proteins can protect CABYV particles from degradation

As shown in Figure 4, addition of A. thaliana lectin AtPP2-A1 to virions can stabilize
CABYV particles in an in vitro assay. In the aphid digestive tube, the presence of a
membranous Cathepsin-L-like cysteine proteinase in A. pisum and A. gossypii midgut has
been reported (Cristofoletti et al.,, 2003; Deraison et al., 2004) and virions complexed
with sap proteins could potentially be protected from in vivo degradation. Such
protection could also occur in the phloem compartment although no proteases have
been identified so far in SE of different plant species (Kehr, 2006). Protection of virus
particles by a phloem sap protein was also reported for Cucumber mosaic virus (CMV),
where resistance to ribonuclease treatment was monitored in vitro following interaction
with a 48 kDa protein from cucumber (homologous to the pumpkin PP1 protein)
(Requena et al., 2006). Effect of addition of the phloem protein to CMV on the aphid
transmission rate was, however, not evaluated. Finally, the action of plant proteins could
also operate at the hemocoel level as it was reported that after oral uptake, some lectins
could be recovered from the insect’s hemolymph (Powell et al., 1998). By masking viral
antigens, the presence of phloem proteins could prevent an insect immune response.
Thus, the site of the putative protective effects of proteins may not be strictly limited to
the aphid gut.

The work presented here represents an extensive analysis of phloem sap proteins that
can bind to a phloem-limited virus, although many of the virus partners could not be
identified with confidence. It represents the first report of plant proteins that may
enhance the circulative transmission of virus by aphids. Additional studies will,
however, be required to validate one possible implication of this work, namely, that the
positive effect at least of some proteins on aphid transmission of CABYV is mediated by
their ability to bind virus particles.

10
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Material and methods

Cucumber sap collection and virus strains

Seedlings of Cucumis sativus cv Genereux and Marketer were grown in the greenhouse.
Aliquots of phloem exudates were collected from 4-week-old cucumber plants after
sectioning petioles. After the first droplet was discarded, the remaining exuded phloem
sap was immediately diluted in a buffer appropriate to the type of experiment (see
below). Depending on the exudate flow and on the volume of sap required, sap was
collected from two to eight sectioned petioles from the same plant or from different
plants.

Cucurbit aphid borne yellows virus (CABYV) and Turnip yellows virus (TuYV) (formerly
referred to as Beet western yellows virus) were purified from agroinfected M. perfoliata
(Leiser et al., 1992; Prufer et al., 1995) according to the method of Van den Heuvel et al.
(1991).

Size exclusion chromatography and preparation of protein extracts for
electrophoresis

Sap proteins were fractionated by gel exclusion chromatography. Aliquots of 500 pl of
cucumber sap were mixed with 3 volumes of ice-cold citrate buffer (0.5 M sodium
citrate, pH 6.5, 0.3 M NaCl, 5 mM DTT, and 1 mM 4-(2-Aminoethyl)-benzenesulfonyl
fluoride  hydrochloride (antiprotease, Pefablock C, Roche). Gel exclusion
chromatography was performed on an AKTA purifier system (GE Healthcare). The
sample was filtered through a 0.2 um Millipore membrane before being loaded onto a
HiPrep™ 16/60 Sephacryl™ S-200 high resolution column (Amersham Biosciences,
Europe GmbH, Freiburg, Germany) pre-equilibrated with citrate buffer (also used as
elution buffer). Absorption of elutes was monitored at 280 nm, and fractions of 5 ml
were collected. After addition of antiprotease (Pefablock C, Roche) to 10 puM final
concentration, each sample was concentrated 100 fold using centricon-3
microconcentrators (Millipore corp., Amicon, Belford MA).

For 1D-gel electrophoresis, sap protein fractions were diluted in an equal volume of
Laemmli x2 buffer (Laemmli, 1970) before denaturation at 90°C for 10 min. For 2D-gel
electrophoresis, the protein extraction method was as described by Giavalisco et al.
(2006) with modifications. Crude sap protein extract was successively sedimented into
cold acetone and a mixture of methanol/ammonium acetate 0.1 M (v:v). The pellet was
finally suspended in 2 M thiourea, 7 M urea, 4% CHAPS and 10 mM DTT. Protein
concentrations were determined using the Bradford protein assay kit (Bio-Rad,
Germany) with bovine serum albumin (BSA) as a standard.

Aphid transmission experiments using diets supplemented with crude cucumber
sap or purified proteins

Virus-free colonies of Myzus persicae were reared on caged pepper (Capsicum annuum)
seedlings, at 20°C with a 16 h photoperiod. Purified CABYV suspensions were mixed
with sap extracts prepared as follows: one volume of crude sap (150 to 200 pg of
proteins) was diluted in 3 volumes of aphid artificial diet MP148 (Bruyeére et al., 1997)
containing 2.5 mM DTT. Purified virus was also added to sap protein fractions collected
after gel exclusion chromatography. Sucrose was added to each fraction to a final
concentration of 20%. Finally, purified virus was also mixed with A. thaliana
recombinant proteins (30 pug of AtPP2-A1 or -A2) presenting a C-terminal 6 histidine-tag
extension. Recombinant AtPP2-A1 was produced in E. coli, purified on a nickel affinity
column (Beneteau et al., 2009) and then lyophilized. The purification of the recombinant

11
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AtPP2-A2 followed a similar procedure except that solubilization of the protein before
nickel affinity column was done in 50 mM Tris HCl, 0.2% SDS, 10 mM imidazole, pH 8.0
(Douville et al., unpublished data). AtPP2-A1 and -A2Z purity was estimated by gel
electrophoresis to be over 90% and 80%, respectively. Purified AtPP2-A1 and -A2 were
directly suspended in aphid artificial diet before being sonicated 5 min in a ultrasound
water bath to dissolve the protein. Aphid artificial diet was also supplemented with 30
ug of additional purified proteins like bovine serum albumin acetylated (BSA, Promega),
casein (Sigma), cytochrome c from equine heart (Sigma), carbonic anhydrase from
bovine erythrocytes (Sigma), LcH and MPA lectins from (Sigma) and lyzosyme (Sigma).
Third- and fourth-instar nymphs or adults were given a 24 h acquisition access period
(AAP) on the different virus sources, supplemented or not with recombinant proteins,
before being transferred to M. perfoliata test plants for a 4-day inoculation access period
(IAP) (Bruyere et al.,, 1997). Test plants were assayed by double-antibody sandwich
ELISA 3 to 4 weeks later (Herrbach et al., 1991) using a CABYV-specific antiserum
(SEDIAG, France) or TuYV-specific antibodies (LOEWE, Germany).

Protein separation by gel electrophoresis

For 1D-SDS-PAGE, 20 pg of crude phloem protein extract or size fractionated proteins
were diluted in one volume of 2x Laemmli buffer. Protein samples were incubated at
90°C for 10 min before being loaded on a 12% SDS-PAGE gel (Laemmli, 1970).

For 2D-gel electrophoresis, the first dimension was performed in 17-cm-long non-
immobilized pH 3-10 NL gradient (IPG) Drystrips (Bio-Rad). Three hundreds pg of
proteins were mixed with isoelectric focusing (IEF) buffer and applied on Drystrip for
active rehydration overnight at 50 V at room temperature before being focused on an
Protean IEF cell (Bio-Rad) for 60, 000 Vh, with amperage limited to 50 mA. After IEF, the
strips were equilibrated for 15 min in 50 mM Tris-HCI pH 8.8, 6 M urea, 30% (v/v)
glycerol, 1% (w/v) SDS supplemented with 65 mM DTT, followed by a second 15 min
equilibration in the same buffer containing 240 mM iodoacetamide instead of DTT, and
0.05% bromophenol blue. Strips were then sealed onto 12% 2D-SDS-PAGE gels (24.3 x
24 cm). Electrophoresis was carried out with running buffer in a PROTEAN II XL cell
tank (Bio-Rad, USA) at room temperature at 30 V for 1h followed by 100 V overnight
(limited to a maximum of 24 mA per gel).

Virus-overlay assay and western blotting

For virus-overlay assay, proteins present in cucumber sap were separated by
electrophoresis either on a 1D-SDS-PAGE or 2D-gel before being transferred onto a
nitrocellulose membrane (Millipore, Bedford, MA) by liquid transfer (Brault et al., 1995)
or by electroblotting in a Milliblot™ apparatus (W.E.P. Company, Washington, USA) for
45 min at 80 V and 2.5 mA.cm2 of membrane. The membranes were first saturated with
TPBS (PBS, 1% Tween 20) containing 5% skimmed milk powder before being incubated
overnight with 20 pg of purified CABYV for 24 h at 4°C in TPBS buffer. The membranes
were successively incubated with primary (CABYV-specific) antibodies and secondary
antibodies (goat anti-rabbit antibody coupled either to peroxidase (Invitrogen, The
Netherlands) or to alkaline phosphatase (Sigma Aldrich GmbH, Germany) prepared in
TPBS containing 5% skimmed milk powder. Depending on the enzyme coupled to the
secondary antibody, the complexes were revealed using the Lumi-light western blotting
substrate (Roche Diagnostics GmbH, Germany) or the Immun-Star™ Chemiluminescent
protein detection systems (Bio-Rad, France). In control experiments, western blotting
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was performed following a similar procedure except that incubation with purified virus
was omitted.

Protein identification by mass spectrometry and database analysis

Mass spectrometry was conducted at the Proteomic Platform hosted at the Institute of
Molecular and Cellular Biology of Strasbourg (France).

In-gel digestion :

For protein identification, stained protein bands were excised from a duplicate gel
loaded in parallel as the one used in the virus-overlay experiment and stained with
colloidal blue 0.1% (Serva Blue G) prepared in 17% of (NH4)2S04, 0.5% acetic acid and
34% methanol. After an incubation over-night at room temperature, the gel was
destained by successive washes in H20. The spots in the gel were located with regard to
their position relative to the MW markers on the virus-overlay autoradiography. The
nitrocellulose membrane was also stained with 0.1% Ponceau S Red solution (SIGMA) to
visualize the abundant proteins transferred onto the membrane to provide additional
reference points to collect protein spots. The gel digestion procedure was carried out as
described by Rabilloud et al. (2001). Selected bands were washed twice with 100 pl of
25 mM NH4HCO3 / 100 pl of acetonitrile (ACN) / dehydration cycles. Between the two
wash cycles, reduction was achieved by 45 min treatment with 10 mM DTT in NH4HCO3
buffer (100 ul) at 56 °C and the alkylation reaction was performed by addition of 100 ul
of 25 mM iodoacetamide in 25 mM NH4HCO3 buffer for 45 min at room temperature. All
treatments were performed under continuous agitation. The final dried spots were
rehydrated with three volumes of trypsin (Promega, V5111) at 12.5 ng/pl, in 25 mM
NH4HCO3 buffer (freshly diluted) and the digestion was performed at room temperature
overnight. Finally, 5 ul of 35% H20/60% ACN/ 5% HCOOH were added and the mixture
was vigorously shaken for 15 min to extract tryptic peptides.

MALDI mass spectrometry:

MALDI mass measurements were carried out with a Biflex III (Bruker-Daltonik GmbH,
Bremen, Germany) matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometer (MALDI-TOF) used in reflector positive mode. A saturated solution of @-
cyano-4-hydroxycinnamic acid in 50% water/50% acetonitrile was used as a matrix.
Mass spectra were internally calibrated with trypsin autolysis peaks (m/z = 842.510 and
m/z = 2211.105). Monoisotopic peptide masses were assigned and the peak list
transferred through MS BioTools™ program (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) as
input to search against preferentially NCBI cucurbits or Arabidopsis thaliana taxonomic
sub-databases of non-redundant protein sequences. Variable modifications (methionine
oxidation, cysteine carbamidomethylation) were taken into account and the peptide mass
error was limited to 50 ppm.

Nano LC-MS-MS :

Analysis of the digested proteins was performed using a CapLC capillary LC system
(Waters, Altrincham, UK) coupled to a hybrid quadrupole orthogonal acceleration time-
of-flight tandem mass spectrometer (Q-TOF Micro, Waters). Diluted sample (5 pL) was
first loaded, concentrated and cleaned up on a C18 PepMap precolumn cartridge (LC
Packings, Dionex, France) and then separated on-line by an analytical reversed-phase
capillary column (NanoEase C18, 75 pm i.d., 15 cm length; Waters) using a linear
gradient of 200 ul min-! flow rate. Internal calibration was provided by the Lockspray
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module (Waters) during the acquisition run and the spray system (liquid junction) was
used at 3.6 kV. Mass data acquisitions were piloted by MassLynx 4.0 software (Waters).
Nano-LC-MS/MS data were collected by data-dependent scanning, that is, automated MS
to MS/MS switching. Four ion precursors were allowed to be fragmented at a time. Mass
data collected during a NanoLC-MS/MS analysis were processed automatically with the
ProteinLynx Process (Waters) module. Data analysis was performed with MASCOT
(Matrix Science Ltd., London, UK) against all non-redundant sequences databases with
0.25 Da mass error, one miss cleavage and taking into account modifications such as
carbamidomethylation (Cys) and oxidation (Met).

Quantitative RT-PCR

For quantitative RT-PCR (Q-RT-PCR) analysis, aphids were allowed to acquire purified
CABYV (50 pg/ml) for 24 hr before being transferred to healthy M. perfoliata for 4 days
to empty the digestive tract. A similar virus acquisition was performed after incubating
CABYV virions with 30 pg of A. thaliana PP2-A1. Lots of 10 aphids were then subjected
to total RNA extraction on microcolumns (RNeasy Plant Mini kit, Qiagen, France),
followed by elution with 50 pl of RNase free water. RNA was quantified with the
Nanodrop ND-100 instrument (Nanodrop Technologies, USA) and stored at -20°C for
subsequent Q-RT-PCR assays. Primers listed below were designed manually to amplify a
specific 180 pb CABYV sequence of the CP gene (from nt 3149 to 3328). The forward
CABYV primer: 5’-ATACATGGCTATGAACCGGAAT-3’ and the reverse CABYV primer: 5’-
GGATAGTGTTCTTTATACTCC-3’ were analyzed for the absence of possible hairpins and
secondary structure with the Beacon Designer 2.0 software (Biosoft International, USA).
12,5 ng of total RNA in a 25 pl reaction were subjected to one-step RT-PCR using the
Quantitect SYBR Green RT-PCR kit (Qiagen, France) containing two reverse
transcriptases (Omniscript and Sensiscript) and a HotStartTaq DNA polymerase
according to the manufacturer’s recommendations with final primer concentrations of
0.5 pM. Real-time RT-PCR was performed with the iCycler IQ system (BioRad, France).
PCR cycles were as follows: 1 cycle of 30 min at 50°C and 15 min at 95°C, followed by 40
cycles each of 15 s at 94°C, 30 s at 55°C and 30 s at 72°C. A dissociation curve was
produced at the end of the cycling phase to ensure that a single PCR product was
produced with no primer dimers. Absolute quantification was realized by using a
dilution series of 103 to 108 viral RNA copies obtained from RNA extracted from purified
CABYV virions. The cycle thresholds (Ct) were plotted proportionally to the logarithm of
the input RNA copy numbers to generate the standard quantification curve. The
correlation value was 0,998 and amplification efficiency was 0.953 calculated by the
formula E= [10-1/slore]-1 with a slope of -3.440. No fluorescent signal was obtained with
nonviruliferous aphids and each analysis was carried out in duplicate.
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Figure 1: Virus-overlay assays on cucumber sap proteins separated by 2D-gel
electrophoresis

A and C) Two independent experiments of virus-overlay assays in which 300 pug of total sap
proteins were separated by 2D-gel electrophoresis, transferred onto nitrocellulose and
incubated with 20 pg of purified CABYV. Complexes between SE proteins and CABYV were
revealed using CABYV-specific antibodies. B and D) Similar gels loaded with the same sap
extracts and stained with Colloidal blue. Positions of the proteins sequenced by mass
spectrometry are indicated on the stained gel. *: background reactions due to antibodies
directed against CABYV. The plain arrow indicates the more reproducible signal observed in 4
experiments out of 5 performed whereas open arrows indicate less reproducible signals. The
size of the molecular markers are indicated in kDa. N.L.: non-identified by mass spectrometry
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Figure 2: Virus-overlay assay on cucumber sap proteins separated by 1D-gel

electrophoresis

A) An example of virus-overlay assay in which 20 pg of proteins from column
fractions 11 to 17 were loaded on a 12% gel SDS-PAGE and transferred to
nitrocellulose before being incubated with 10 pg of purified CABYV. Complexes
between phloem proteins and CABYV were revealed using CABYV-specific antibodies.
B) A similar gel loaded with the same protein extract and stained with Colloidal blue.
Positions of the proteins sequenced by mass spectrometry are indicated on the

stained gel.

a Lane from a separate gel in which proteins were separated on a 13,5% gel SDS-
PAGE. *: background reaction due to antibodies directed against CABYV. Plain arrows
represent the more reproducible signals observed in 8 experiments out of 9
performed whereas open arrows indicate less reproducible signals. The size of the
molecular markers are indicated in kDa. HMT: Hydroxymethyltransferase; CsLec17:
17 kDa phloem lectin from C. sativus; CsLec26: 26 kDa phloem lectin from C. sativus.
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Figure 3: Aphid transmission of purified
CABYV after addition of cucumber sap
proteins fractionated by exclusion
chromatography

After a 24 h AAP on artificial medium
containing CABYV purified virus (50 pg/ml)
and supplemented or not with cucumber sap
proteins (30 to 40 pg) from concentrated
fractions obtained after size exclusion
chromatography, 20 M. persicae were
transferred to healthy M. perfoliata
seedlings for a 4-day IAP. Four to nine test
plants were inoculated with the viruliferous
aphids for each condition in each of the
three independent experiments. NP : no
protein added to the virus.
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Figure 4: RNaseA sensitivity assay of CABYV particles

Purified CABYV particles (210 ng equivalent to 42 ng of RNA) mixed with purified AtPP2-A1
(10 pg) in TN buffer (Tris HCI 0.1 M pH 7,5; NaCl 15 mM) were treated with RNase A (1.107,
6.103 and 3.103 pg/ul). After 30 min incubation at 37°C, RNA was phenol-extracted and
reverse transcribed, followed by polymerase chain reaction (PCR). Primers complementary
or identical to nucleotides 4088 to 4105 and 3503 to 3520, respectively, of the CABYV
genome were used. RT-PCR products were analyzed by electrophoresis in 1% agarose gel and
were viewed after ethidium bromide staining. C-: RT-PCR negative control (water). C+: RT-
PCR positive control (CABYV virions without RNase A treatment). This experiment was
carried out twice and gave similar results.
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Figure 5: Accumulation of CABYV genomes in aphids measured by Q-RT-PCR

Number of CABYV genomes accumulated in aphids which have acquired CABYV virions
supplemented or not with 30 pg of purified AtPP2-A1. Batches of 10 aphids were analyzed in
duplicate after being transferred on healthy plants for 4 days to empty the lumen of the
digestive tract of virions.
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Figure S1: Cross reactions between phloem sap proteins and antibodies directed
against CABYV

A and B) Sap proteins from C. sativus were separated on a 2D-gel electrophoresis before being
transferred onto nitrocellulose and incubated with CABYV-specific antibodies. Sap proteins
reacting with CABYV antiserum are labeled with a star. C) A similar experiment with sap
proteins fractionated by size exclusion chromatography and separated on 1D-gel
electrophoresis.
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Figure S2: Protein concentration in cucumber sap collected at different leaf positions
Sap was collected by exudation from individual cucumber leaves. L1 corresponds to the
oldest leaf and L6 to the youngest. Protein concentration was determined with the Bradford
protein assay kit using BSA as a standard.
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Figure S3: Protein composition of fractions exhibiting a stimulatory effect on aphid
transmission of CABYV

Sap proteins were fractionated on a gel exclusion chromatography column and protein
composition of fractions 17 (from experiment 1) and fractions 12 and 16 (from experiment
3) (see Figure 3) were analyzed by SDS-PAGE electrophoresis on a 12% polyacrylamide gel.
Twenty pg of proteins were loaded on the gel (10 pg for fraction 17 Exp 1) and stained with
Colloidal blue. The size of the molecular markers are indicated in kDa. Predominant proteins
are indicated in each fraction (e).
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Table 1: Identification of proteins from cucumber sap separated by electrophoresis on a 2D-gel that putatively interact in vitro with CABYV
virions

Nb of
Frequency i Theoretical Experimental
Observed of observed Protein identificatioh Organisms ) - ession ne Mateh N Cover P MS
signals ianal peptide (%) identifica
signals MW pl MW pl tion®
18-22 kDa 4/5 No identification 18.48-20.70 7.50-7.70
(tetrad) 18.48-20.70 7.65-8.00
19.68-22.70 7.50-7.70
19.68-22.70 7.65-8.00
24-27 kDa 2/5 26 kDa phloem lectin C. sativus 22023939/ 7-19 37-68 26.67/25.03 8.85/9.01 24.00 7.15-7.37 2
21952270 11 44 27.10 6.10
No identification 26.49-26.70 5.90-6.20
26.49-26.70 5.40-5.60
No signal 26.49-26.70 5.70-5.85
32-34 kDa 2/5 No identification 32.00 7.00
34.00 6.00
34.83 6.78

®The criteria to accept peptide matches is the prateore (-10*Log(P)), where P is the probabiliat the observed match is a random event. Onlpibieins with scores greater
than 78 are significant (p<0.05) were considerepatential CABYV partner

PPeptide matches are based on MALDI-MS data

‘Number of identification of the protein by massapemetry

ddentification by Nano LC-MS/MS was conducted ois fhrotein spot. It reveals the presence of at s proteins, one which could potentially be fekDa phloem lectin from
C. sativus and the other a non-identified protein (see T&dle

“ldentification by MALDI-MS

"Two sequences of the 26 kDa protein frGmsativus are referenced in databases. Only 5 amino acidsf@13 are different between the two sequencdsoae of the sequence is
lacking the first 12 amino acids.
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Table 2: Identification of proteins from cucumber sap obtained after size fractionation, separated by electrophoresis on a 1D-gel that
putatively interact in vitrowith CABYV virions

Molecular weight Nb of
Observed Ffreqtl: ency d Protein identificatioh Organisms Accession n° Match Cover _l\éIS .
signals of observe peptided (%) : . dentl
signals Theoretical Experimental ficati
on’
16-19 kDa 3/9 17 kDa Phloem lectin C. sativus 21745315 10 60 17.60 16.00 1
Csf-2 C. sativus 5762258 15 80 17.86 17.00 1
Translationally controlled tumor-relatedC. melo 7208434 12 66 18.80 19.30 1
proteirf
22-29 kDa 8/9 26 kDa phloem lectin C. sativus 22023939/21 11;17 44; 50 26.67/25.03 22.00 - 26.60 2
952270
Cytosolic ascorbate peroxidase C. sativus 1669585 19 71 27.55 23.70 1
P0677H8.27 Oriza sativa 34908654 19 57 25.67 25.10 - 29.00 1
No identification 24.70, 25.00,
27.00, 33.00
No signal 23.11, 24.22
53-57 kDa 3/9 Hypothetical protein similar toC. melo 62149091 22 53 35.39 53.80-57.40 1
Hydroxymethyltransferase @f thaliana®
100 kba  2/9 Lipoxygenase / 13S-lipoxygen&se C. sativus/ C. melo 1017772/825 21, 33 17;31 99.50/100.02 96.30-100.09 2

47876

®The criteria to accept peptide matches is the praigore (-10*Log(P)), where P is the probabiliat the observed match is a random event. Onlpibieins with scores greater
than 78 are significant (p<0.05) were considerepatential CABYV partner

®peptide matches are based on MALDI-MS data

‘Number of identification of the protein by massapametry

ddentification by MALDI-MS

®ldentification by Nano LC-MS/MS (see Table S1)

"This protein was identified 4 times as a Lipoxyganhy Maldi-MS and once as a 13S-lipoxygenase byMISIMS. These two proteins share 93% of identicaina acid identity.
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Table 3: Aphid transmission of purified CABYV after addition of cucumber phloem exudates®

10/10/2008

CABYV supplemented with:| Exp.1-5 Exp. 6 Exp. 7 pES Exp.9 |
NP 3/49 1/8 0/7 0/7 1/8

(6%) (13%) (0%) (0%) (13%)
Cucumber s&p 31/52 / / / /

(60%)
Sap from plant 4 1/8 3/8 4/5 773
Sap from plant 2 2/ 1/ o/ 016
Sap from plant 3 2/ 12137 1y 12/44 o 5123 o)37/21

(32%) (27%) (22%)  >(33%)

Sap from plant 4 6/ 0j4
Sap from plant 5 1/ 2/ 1/ /
Sap from plant 6 / 4 / L

aAfter a 24 h AAP on artificial medium containing 8XV purified virus (25 pg/ml) and supplemented ot with cucumber sap exudates (15 pl of phloemcsapaining 150 to
200 ug protein was added to the virus suspensidter being allowed to feed on the virus suspensigmoups of 20. persicae were transferred to healthhy. perfoliata seedlings
for a 4-day IAP

®Number of plants infected (determined by DAS-ELISAveeks after virus inoculation) compared to nundfexphid-inoculated plants

°Phloem exudates collected from several individlmhis were mixed in the diet

dPhloem exudates were collected from individual sigplant 1 to 6)

NP: no sap proteins added to the purified virus.
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Table 4: Aphid transmission of purified CABYV and TuYV after addition of purified proteins®

Virus source CABYY, | CABYVip | CABYVsy | CABYVs, | CABYVs, | CABYVs, | CABYVso | CABYVso | CABYVsg | CABYVsg | CABYVisg | TuYVy | TuYVyg
+ + + + + + + + + +
PP2-Al PP2-A2 BSA casein lyzosyme | Cytoc Carb Anh | LcH MPA PP2-Al

Inf 207F 24/30" | 50/78 | 18/20 |28/4Z |10/10 | 9/10 8/10 10/10 | 0/9 0/9 119 | 15/1%

plants/ap{\id- (2.7%) | (80%) (70.5%) | (90%) | (66.7%) | (100%) | (90%) | (80%) | (100%) | (0%) (0%) (6%) | (100%)
inoc plan

after a 24 h AAP on artificial medium containing BXV (50 pg/ml, CABYVsq or 100 pug/ml, CABY\{og or TuYV (10 pug/ml, TuY\{y) purified viruses supplemented or not with
purified proteins (30 pg), 18. persicae were transferred to healthy. perfoliata seedlings for a 4-day IAP

®Number of plants infected (determined by DAS-ELISAveeks after virus inoculation) compared to nundfexphid-inoculated plants

“The results combine 8 independent experiments

9For these experiments, AAP was extended to 48t2@raphids were transferred on each test plant

°The results combine 3 independent experiments

"The results combine 5 independent experiments

9The results combine 2 independent experiments

PP2-A1 and PP2-A2: purified protein frof thaliana; BSA: Bovine serum albumin acetylated; Cyto c: &&ytrome c; Carb Anh: Carbonic anhydrase; LcH: fefitbm Lens
culinaris; MPA.: lectin from Maclura pomifera.
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Figures legends

Figure 1: Virus-overlay assays on cucumber sap proteins separated by 2D-gel
electrophoresis

A and C) Two independent experiments of virus-overlay assays in which 300 pg of total sap
proteins were separated by 2D-gel electrophoresis, transferred onto nitrocellulose and
incubated with 20 pg of purified CABYV. Complexes between SE proteins and CABYV were
revealed using CABYV-specific antibodies. B and D) Similar gels loaded with the same sap
extracts and stained with Colloidal blue. Positions of the proteins sequenced by mass
spectrometry are indicated on the stained gel. *: background reactions due to antibodies
directed against CABYV. The plain arrow indicates the more reproducible signal observed in 4
experiments out of 5 performed whereas open arrows indicate less reproducible signals. The
size of the molecular markers are indicated in kDa. N.L.: non-identified by mass spectrometry.

Figure 2: Virus-overlay assay on cucumber sap proteins separated by 1D-gel
electrophoresis

A) An example of virus-overlay assay in which 20 pg of proteins from column fractions 11 to
17 were loaded on a 12% gel SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose before being
incubated with 10 pg of purified CABYV. Complexes between phloem proteins and CABYV
were revealed using CABYV-specific antibodies. B) A similar gel loaded with the same protein
extract and stained with Colloidal blue. Positions of the proteins sequenced by mass
spectrometry are indicated on the stained gel.

a Lane from a separate gel in which proteins were separated on a 13,5% gel SDS-PAGE. *:
background reaction due to antibodies directed against CABYV. Plain arrows represent the
more reproducible signals observed in 8 experiments out of 9 performed whereas open
arrows indicate less reproducible signals. The size of the molecular markers are indicated in
kDa. HMT: Hydroxymethyltransferase; CsLecl7: 17 kDa phloem lectin from C. sativus;
CsLec26: 26 kDa phloem lectin from C. sativus.

Figure 3: Aphid transmission of purified CABYV after addition of cucumber sap proteins
fractionated by exclusion chromatography

After a 24 h AAP on artificial medium containing CABYV purified virus (50 pg/ml) and
supplemented or not with cucumber sap proteins (30 to 40 pg) from concentrated fractions
obtained after size exclusion chromatography, 20 M. persicae were transferred to healthy M.
perfoliata seedlings for a 4-day IAP. Four to nine test plants were inoculated with the
viruliferous aphids for each condition in each of the three independent experiments. NP : no
protein added to the virus.

Figure 4: RNaseA sensitivity assay of CABYV particles

Purified CABYV particles (210 ng equivalent to 42 ng of RNA) mixed with purified AtPP2-A1
(10 pg) in TN buffer (Tris HC1 0.1 M pH 7,5; NaCl 15 mM) were treated with RNase A (1.10-,
6.10-3 and 3.10-3 pg/ul). After 30 min incubation at 37°C, RNA was phenol-extracted and
reverse transcribed, followed by polymerase chain reaction (PCR). Primers complementary or
identical to nucleotides 4088 to 4105 and 3503 to 3520, respectively, of the CABYV genome
were used. RT-PCR products were analyzed by electrophoresis in 1% agarose gel and were
viewed after ethidium bromide staining. C-: RT-PCR negative control (water). C+: RT-PCR
positive control (CABYV virions without RNase A treatment). This experiment was carried out
twice and gave similar results.

Figure 5: Accumulation of CABYV genomes in aphids measured by Q-RT-PCR
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Number of CABYV genomes accumulated in aphids which have acquired CABYV virions
supplemented or not with 30 ug of purified AtPP2-A1. Batches of 10 aphids were analyzed in
duplicate after being transferred on healthy plants for 4 days to empty the lumen of the
digestive tract of virions.

Legends of figures in supplementary data:

Figure S1: Cross reactions between phloem sap proteins and antibodies directed
against CABYV

A and B) Sap proteins from C. sativus were separated on a 2D-gel electrophoresis before being
transferred onto nitrocellulose and incubated with CABYV-specific antibodies. Sap proteins
reacting with CABYV antiserum are labeled with a star. C) A similar experiment with sap
proteins fractionated by size exclusion chromatography and separated on 1D-gel
electrophoresis.

Figure S2: Protein concentration in cucumber sap collected at different leaf positions
Sap was collected by exudation from individual cucumber leaves. L1 corresponds to the oldest
leaf and L6 to the youngest. Protein concentration was determined with the Bradford protein
assay kit using BSA as a standard.

Figure S3: Protein composition of fractions exhibiting a stimulatory effect on aphid
transmission of CABYV

Sap proteins were fractionated on a gel exclusion chromatography column and protein
composition of fractions 17 (from experiment 1) and fractions 12 and 16 (from experiment 3)
(see Figure 3) were analyzed by SDS-PAGE electrophoresis on a 12% polyacrylamide gel.
Twenty pg of proteins were loaded on the gel (10 ug for fraction 17 Exp 1) and stained with
Colloidal blue. The size of the molecular markers are indicated in kDa. Predominant proteins
are indicated in each fraction ().
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Abstract

Poleroviruses are strictly transmitted by aphids. The ability of Turnip yellows virus
(TuYV) to bind lectins in vitro, together with the nontransmissibility of virions submit-
ted to a chemical deglycosylation, previously led to the hypothesis that glycosylation of
virions is required for aphid transmission. Using different approaches based on (i) a
lectin binding assay, (ii) use of specific complex glycan antibodies and (iii) mass spec-
trometry, we found no evidence that the structural proteins of TuYV and Cucurbit aphid-
borne yellow virus (CABYV) carry glycan residues. Moreover, mutation of each of the four
potential N-glycosylation sites of the structural protein sequences of CABYV indicated
that N-glycosylation is not involved in aphid transmission. These results did not cor-
roborate the previous hypothesis for the role of glycosylation in aphid transmission.
They, however, revealed the systematic presence of a glycosylated plant protein in puri-
fied polerovirus suspensions, whose function in aphid transmission should be evaluated.

Keywords: glycosylation, aphid transmission, polerovirus

Introduction

Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV, Polerovirus, Luteoviridae) is a plant virus that
is phloem-limited and obligatorily transmitted by aphids in a circulative and nonpropa-
gative manner. Virus particles, acquired by aphids when feeding on infected plants,
cross the gut epithelium at the mid- and hindgut levels (Reinbold, Herrbach, and Brault,
2003) before being released in the hemolymph. From there, virions gain access to the
accessory salivary glands cells, are transported through these cells and are finally re-
leased in the salivary duct and then into plants together with saliva (Brault, Herrbach,
and Reinbold, 2007; Gildow, 1999). In both field and laboratory conditions, CABYV is
efficiently transmitted by two aphid species, Myzus persicae and Aphis gossypii (Lecoq et
al, 1992). The isometric virion of approximately 25 nm in diameter contains a single-
stranded genomic RNA of ca. 5.6 kb which has been fully sequenced (Guilley et al., 1994)
and for which a full-length infectious clone is available (Priifer et al.,, 1995). Polerovi-



ruses particles are composed of two types of protein, the major capsid protein (CP) of 22
kDa and a minor species of 74 kDa known as readthrough (RT) protein. RT protein is an
extended form of the CP produced by an episodic suppression of the CP stop codon
(Brown, Dinesh-Kumar, and Miller, 1996; Bruyere et al., 1997). Both structural proteins
have been shown to be required for efficient polerovirus transmission (Brault et al,,
2003; Brault et al,, 2000; Brault et al., 1995; Bruyere et al., 1997; Chay et al., 1996; Jolly
and Mayo, 1994; Peter et al.,, 2008). While the major capsid protein, which controls
virion formation, is essential in the transmission process, the RT protein is not strictly
required for virus gut transport (Reinbold, Herrbach, and Brault, 2003). This protein
must, however, be incorporated into virus particles for efficient retention of virions in
the hemolymph and transport through the accessory salivary gland cells (Brault et al,,
1995; Reinbold et al., 2001; van den Heuvel et al., 1997).

Virions transport through the insect cells relies on an endocytosis-exocytosis mecha-
nism which is dependent on the presence of virus-specific receptors which have not yet
been characterized. Several aphid proteins which can bind to purified polerovirus viri-
ons in vitro (Seddas et al.,, 2004) have, however, been identified as have specific aphid
proteins only present in efficient polerovirus-transmitters (Yang et al.,, 2008).

A previous study (Seddas and Boissinot, 2006) on Turnip yellows virus (TuYV; previously
referred as Beet western yellows virus, Polerovirus), a close relative to CABYV, showed
that deglycosylation of purified virus with N-glycosidase F or a-D-galactosidase abro-
gates aphid transmission of the virus, suggesting that structural glycosylated proteins
could be involved in virus recognition or transport in the vector. Enveloped animal vi-
ruses like Human immunodeficiency virus (Koch et al., 2003; Li et al., 1993; Pollakis et al.,
2001; Wei et al., 2003), Dengue virus (Bryant et al., 2007), Hepatitis C virus (Fournillier et
al,, 2001), Influenza virus (Vigerust et al., 2007) and West nile virus (Li et al., 2006) rely
on N- or O-linked glycosylated proteins anchored into the envelope for virus-receptor
recognition and entry into host cells as well as for additional functions like proteolytic
processing, protein trafficking or escape from neutralizating antibodies. In contrast, the
vast majority of non-enveloped viruses, with the exception of the rotaviruses (Estes and
Cohen, 1989), do not contained glycoproteins. In contrast to the animal kingdom, plants
viruses are mostly non-enveloped. There is evidence for the presence of glycosylated
residues on structural proteins for Potato virus X (Baratova et al., 2004) and Plum pox
virus (PPV) (Fernandez-Fernandez et al., 2002), although the function of this modifica-
tion in the virus cycle is still unclear. Thus, virus spread and titre were slightly affected
in Arabidopsis mutated in the O-linked N-acetylglucosamine transferase (SEC mutant)
that is responsible for glycan addition on PPV coat protein sequence (Chen et al., 2005;
Scott et al., 2006). N-glycosylation of a protein anchored in the virion envelope has been
reported to play a role in the transmission of Tomato spotted wilt virus by its thrips vec-
tor (Whitfield, Ullman, and German, 2004).

In this paper, the glycosylation status of CABYV and TuYV particles was assayed by dif-
ferent techniques and the precise role of N-glycosylation in polerovirus transmission by
aphids was more addressed by studying the transmissibility by aphids of CABYV mu-
tants affected in the potential N-glycosylation sites of the structural capsid proteins. The
results do not support the presence of glycosylated residues on the structural proteins
of either virus and argue against a role for glycosylation of such proteins in the aphid
transmission process.

Materials and methods



Protein Sequence analysis

SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) was used to identify the sequence of
a putative signal peptide of secreted proteins on the CABYV structural protein se-
quences. ScanProsite (http://www.expasy.ch/tools/scanprosite/) was used to identify
N-linked glycosylation sites and NetOGlyc 3.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) was used to predict O-linked N-
acetylgalactosamine glycosylation sites on polerovirus structural protein sequences.

Construction of CABYV mutants

All point mutants were created by PCR mutagenesis using pCAoWT DNA as template
(Priifer et al., 1995). Mutagenic primers were designed to substitute asparagines resi-
dues by glutamine at position 70 (5’AAGGACCAACTCACGGGCAGTTCC3’ and
5’'CCGTGAGTTGGTCCTTTGAAAATACAAATG3’ for mutant Nglyl) and 178
(5’AAAGGGCAAGGATCTTCCTCGGTTG3’ and
5’'GAAGATCCTTGCCCTTTATAGAGGATCTT3’ for mutant Ngly2) on the CABYV-CP se-
quence and at position 408 (5’CTTCGTATCAATACACCGTCTCATACGG3’ and
5’CGGTGTATTGATACGAAGAATCCTTCTG3”  for  mutant  Ngly3) and 415
(5TACGGGCAATACACGGAGAAATATTGC3’ and 5'CCGTGTATTGCCCGTATGAGACGGTG3’
for mutant Ngly4) on the CABYV-RT sequence. Bold characters indicate mutated nucleo-
tides. Oligonucleotides CA11 (nucleotides [nt] 3071 to 3088 on CABYV RNA) and CA12
(complementary to nt 4059 to 4076) were used as external primers to construct mu-
tants in the CP, and oligonucleotides CAgag (nt 4261 to 4278 on CABYV RNA) and CAzo
(complementary to nt 5656 to 5670) for mutants in the RT. The amplified fragment was
further digested by EcoRI and Eagl for Ngly1l and Ngly2 or by Eagl and Sall for Ngly3
and Ngly4, and introduced into pCAoWT DNA submitted to cleavage by similar restric-
tion enzymes. Constructs for agroinfection were made by replacing the wild type CABYV
cDNA sequences in the binary vector pBin35SCA-WT (Priifer et al., 1995). The resulting
plasmids were introduced into Agrobacterium tumefaciens C58C1 (Holsters et al., 1980)
for agroinoculation (Priifer et al., 1995).

Infection of protoplasts and plants

Protoplasts of Chenopodium quinoa were inoculated with viral RNA transcripts as de-
scribed previously (Bruyere et al, 1997). A. tumefaciens harboring the mutant con-
structs was grown to an optical density of 0.8 at 600 nm and agroinfiltrated (Priifer et
al,, 1995) into Montia perfoliata. Infected plants were identified 3 weeks post-inoculation
by double-antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) (Clark
and Adams, 1977) with a rabbit polyclonal antiserum raised against CABYV (SEDIAG,
France).

Aphid transmission assays from infected plants and purified virus

Virus-free colonies of Myzus persicae and Aphis gossypii were reared on caged pepper
(Capsicum annuum) or cucumber (Cucumis sativus) seedlings, respectively, at 20°C with
a 16 h photoperiod. Aphid transmission experiments used either purified virus or de-
tached leaves from agroinfected plants as a source of inoculum (Bruyeére et al., 1997).
Purified suspensions of virus were obtained from agroinfected M. perfoliata as previ-
ously described (Van den Heuvel, Boerma, and Peters, 1991) and offered to aphids in a
solution of 0.1 M sodium citrate, pH 6, and 20% sucrose. Third- and fourth-instar
nymphs or adults were given a 48 h acquisition access period (AAP) before being trans-



ferred to M. perfoliata test plants for a 4-day inoculation access period (IAP). Aphid were
then eliminated by an insecticide treatment and test plant infection was monitored by
DAS-ELISA 3 weeks later.

Western and Northern blotting

Viral structural proteins in total protein extracts of infected protoplasts or plants were
detected by Western blot using a CABYV polyclonal antiserum (Lecoq et al., 1992) or a
CABYV-CiermRT specific antiserum (Brault et al., 2005). Detection of CABYV structural
proteins was performed with an enhanced chemiluminescence Western-blotting kit
(Bio-Rad, France). Total RNA was extracted from similar plant material using Rneasy
Extraction kit (Qiagen, France) and viral RNA was detected by Northern-blot using a di-
goxigenin-labeled probe (Roche, France) complementary to the noncoding 3’-terminal
201 nt of CABYV genome (Guilley et al., 1994).

RNase sensitivity assay

RNA extraction from 200 mg of CABYV-infected leaves was performed either in 400 pl of
buffer (200 mM Tris-HCI pH 9.0, 400 mM KCl, 200 mM sucrose, 35 mM MgCl;, 25 mM
EDTA) which protects from attack by endogenous plants RNases or in a non-protecting
buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCl;). Prior to RNA phenol extraction and etha-
nol precipitation, leaf extract obtained with the non-protecting buffer was submitted to
a 30 min incubation at 37°C. RNA was finally resuspended in 20 pl of RNase-free H>O.

Analysis of viral progeny RNA

The stability of the mutations in progeny viral RNA following agroinfection or aphid
transmission was examined by amplifyinga DNA fragment spanning the mutation site by
reverse transcription followed by PCR (RT-PCR) as described elsewhere (Brault et al,,
1995). For the Nglyl and Ngly2 mutants, reverse transcription was primed with oli-
gonucleotide CAos (complementary to nt 4088 to 4105), and a PCR product was synthe-
sized with the additional oligonucleotide CAo7 (nt 3505 to 3520). For the Ngly3 and
Ngly4 mutants, reverse transcription was primed with oligonucleotide CA2o (comple-
mentary to nt 5656 to 5670), and a PCR product was synthesized with the additional
oligonucleotide CAgag (nt 4261 to 4278). The PCR product was then digested with one of
the following pairs of enzymes (numbers in parentheses refer to the position of each
restriction site): BamHI(4006)/EcoRI(4544), Eagl (4268)/Sall(5669) depending on the
mutant to be analyzed. The appropriate fragments were cloned into a pBluescript KS+
plasmid (Stratagene, Heidelberg, Germany) cut with the appropriate enzymes, and the
insert sequences were determined from randomly selected clones.

Analysis of glycosylation by immunodetection

Protein extracts were separated on a 15% SDS-PAGE and transferred onto nitrocellu-
lose. Immunodetection of glycoproteins containing plant complex glycans was per-
formed with anti-ZI@1,2)-xylose-, anti-B&1,3)-fucose- or anti-Lewis a antibodies accord-
ing to Faye et al (1993). and Fitchette-Lainé et al. (1997). Affinodetection of high-
mannose N-glycans was carried out using the concanavalin A/peroxidase method (Faye
and Chrispeels, 1985).

Mass spectrometry
Protein preparation for in gel digestion.



Purified CABYV suspension was loaded on a 10% SDS-PAGE and the structural proteins
were visualized after staining with colloidal blue 0.1% (Serva Blue G) prepared in 17%
of (NH4)2S04, 0.5% acetic acid and 34% methanol. After an over-night incubation at
room temperature, the gel was destained by successive washes in H20. The gel pieces
containing CABYV structural proteins were cut out and successively washed with 50 pl
of 25 mM NH4HCO3 and 50 pl of acetonitrile (three times), and dehydrated with 100 pl
of acetonitrile before reduction in the presence of 10 mM DTT in 25 mM NH4HCO3 (1 h
at 57°C) and alkylation in the presence of 55 mM iodoacetamide in 25 mM NH4+HCOs3. For
tryptic digestion, the gel pieces were resuspended in 2 volumes of trypsin (12.5 ng/pl;
V5111 Promega, USA) freshly diluted in 25 mM NH4HCO3 and incubated overnight at
37°C. The digested peptides were then extracted from the gel in a buffer containing
34.9% H20, 65% acetonitrile, and 0.1% HCOOH, the concentration of acetonitrile was
reduced by evaporation (SpeedVac) and the sample was analyzed by nanoLC-MS/MS.

Chromatography conditions on NanoAcquity.

The analysis was performed on a nanoACQUITY Ultra- Performance-LC (UPLC, Waters,
Milford, USA). The samples were trapped on a 20 x 0.18 mm, 5 pm Symmetry C18 pre-
column (Waters, Milford, USA), and the peptides were separated on a ACQUITY UPLC®
BEH130 C18 column (Waters, Milford, USA), 75 pm x 200 mm, 1.7 pm particle size. The
solvent system consisted of 0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid
in acetonitrile (solvent B). Trapping was performed during 3 min at 5 pl/min with 99%
of solvent A and 1% of solvent B. Elution was performed at a flow rate of 400 nl/min,
using 1-40% gradient (solvent B) over 35 min at 45°C followed by 65% (solvent B) over
5 min.

MS and MS/MS conditions on SYNAPT mass spectrometer.

The MS and MS/MS analyzes were performed on a SYNAPT™ an hybrid quadrupole or-
thogonal acceleration time-of-flight tandem mass spectrometer (Waters, Milford, USA)
equipped with a Z-spray ion source and a lock mass system. With the system operating
in positive mode, the capillary voltage was set at 3.5 KV and the cone voltage at 30 V for
protein identification, but for glycan determination the cone voltage was set at 50 V.
Mass calibration of the TOF was achieved using phosphoric acid (H3PO4) on the
[50;2000] m/z range. Online correction of this calibration was performed with Glu-
fibrino-peptide B as the lock-mass. The ion (M+2H) at m/z 785.8426 was used to cali-
brate MS data and the fragment ion (M+H) at m/z 684.3469 was used to calibrate
MS/MS data during the analysis.

For tandem MS experiments, the system was operated with automatic switching be-
tween MS and MS/MS modes (MS 0.5 s/scan on m/z range [250;1500] and MS/MS 0.7
s/scan on m/z range [50;2000]). The 3 most abundant peptides (intensity threshold 60
counts/s), preferably doubly and triply charged ions, were selected on each MS spec-
trum for further isolation and CID fragmentation with 2 energies set using collision en-
ergy profile. Fragmentation was performed using argon as the collision gas. The com-
plete system was fully controlled by MassLynx 4.1 (SCN 566, Waters, Milford, USA). Raw
data collected during nanoLC-MS/MS analyses were processed and converted with the
software tool ProteinLynx Global Server (version 2.3; Waters, Milford, USA) into pkl
peak list format. Normal background substraction type was used for both MS and
MS/MS with 5% threshold and polynomial correction of order 5, and no deisotoping was
performed.



Data analysis and protein identification.

The MS/MS data were analyzed using MASCOT 2.2.0 algorithm (Matrix Science, UK) to
search against NCBInr data base (25¢ December 2009) concatenated with reversed cop-
ies of all sequences (20168488 entries). Spectra were searched with a mass tolerance of
30 ppm for MS and 0.05 Da for MS/MS data, allowing a maximum of one missed cleavage
site by trypsin and with carbamidomethylation of cysteines and oxidation of methioni-
nes fixed as variable modifications. Protein identifications were validated when at least
two peptides were identified with Mascot ion score greater than 35 for each MS/MS
spectra. For the estimation of the false positive rate in protein identification, a target-
decoy database search was performed (Elias and Gygi, 2007). The false positive rate was
close to 0.5%. Criteria used for protein identifications followed the general guidelines
for reporting proteomic experiments (MIAPE; http://www.psidev.info).

MALDI-TOF mass spectrometry conditions

Mass measurements were carried out on an Ultraflex™ MALDI-TOF/TOF mass spec-
trometer (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany). This instrument was used at a
maximum accelerating potential of 25 kV in positive mode and was operated in reflector
mode at 26 kV. The delay extraction was fixed at 110 ns and the frequency of the laser
(nitrogen 337 nm) was set at 20 Hz. The acquisition mass range was set to 400-4000
m/z with a matrix suppression deflection (cut off) set to 500 m/z. The equipment was
first externally calibrated with a standard peptide calibration mixture that contained 7
peptides (Bruker Peptide Calibration Standard #206196, Bruker Daltonics GmbH, Bre-
men, Germany) covering the 1000-3200 m/z range and thereafter every spectrum was
internally calibrated using selected signals arising from trypsin autoproteolysis
(Promega V5111 Madison, WI, USA) (842.510 m/z and 2211.105 m/z peptides) to reach
a typical mass measurement accuracy of = 30 ppm. Each raw spectrum was opened with
flexAnalysis 2.4 build 11 (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) software and
processed using the following parameters: signal-to-noise threshold of 1, Savitzky-Golay
algorithm for smoothing, median algorithm for baseline substraction, and SNAP algo-
rithm for monoisotopic peak detection and labelling. In all cases, resolution was higher
than 9000.

Sample preparation was performed with the dried droplet method using a mixture of 0.5
ul of sample with 0.5 pl of matrix solution dry at room temperature. The first matrix so-
lution was prepared from a saturated solution of B-cyano-4-hydroxycinnamic acid in
water/acetonitrile 50/50 diluted three times in water/acetonitrile/trifluoroacetic acid
50/49.9/0.1. The second matrix solution was prepared from a 10 mg/ml of 2,5-
dihydroxybenzoic acid in water/acetonitrile 50/50.

Data analysis and protein identification.

Mass data collected during MALDI-TOF analyses were processed using the software tool
flexAnalysis (version 2.4; Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Germany). The MS data were
analyzed using the MASCOT 2.2.0. algorithm (Matrix Science, UK) to search against the
NCBInr data base. The research was done with a mass tolerance of 30 ppm, allowing a
maximum of one missed cleavage site by trypsin and with carbamidomethylation of cys-
teines and oxidation of methionines fixed as variable modifications.



Results

Infectivity, stability and aphid-transmissibility of N-glycosylation CABYV mutants

In order to address the role of putative glycosylation of CABYV structural proteins, an in
silico analysis was first performed to identify putative glycosylation sites on the viral
protein sequence. Four potential N-glycosylation sites, harboring the N-x-S/T pattern (in
which “x” represents any amino acid except a proline) were located on the virus struc-
tural protein sequences; two in the major CP sequence (amino acid [aa] 70 and 178), and
two in the RT sequence (aa 408 and 415). Sequence comparison with other polerovi-
ruses (Table S1) revealed the presence of from 3 to 7 potential N-glycosylation sites on
the structural protein sequences but the position of the putative sites is not conserved
among the viruses. Sequence analysis also predicted 5 potential O-glycosylation sites, all
located in the proline tract of the RT sequence of CABYV located just downstream the
CP-stop codon. As this sequence is highly conserved among poleroviruses (Guilley et al.,
1994), similar O-glycosylation sites were found in the CP sequences of the other polero-
viruses analyzed (Table S1).

Because N-glycosylation has been reported to affect aphid transmission of TuYV (Seddas
and Boissinot, 2006), we constructed four CABYV mutants each modified in one of the
four potential N-glycosylation sites (the mutants are referred to Ngly-1, -2, -3, -4; Figure
1). For each putative site, the conserved Asparagine (N) was modified into Glutamine
(Q) to minimize change in the secondary structure of the protein. This modification in-
duces, however, a modification of the 17 kDa protein sequence for Ngly1 and -2 mutants,
because the 17 kDa sequence is embedded in the CP sequence in a different reading
frame (Figure 1). The effect of the introduced mutations in virus replication was first
analyzed in C. quinoa protoplasts. Full-length CABYV-RNA transcripts containing the
different mutations in potential N-glycosylation sites were introduced into C. quinoa
protoplasts which were harvested 48 h postinoculation. Total RNA was extracted and
CABYV genomic RNA accumulation was analyzed by Northern blot. We observed that
the mutant transcripts were replication competent and produced progeny genomic RNA
in the protoplasts (Figure 2A). Genomic RNA accumulation for each mutant was compa-
rable to that of the wild-type virus which suggested that the mutations introduced into
the viral sequence had no apparent effect on virus replication. In the transcript-infected
protoplasts, the mutants directed synthesis of CP and RT proteins at approximately
wild-type levels (Figure 2B), which shows that the introduced mutations had no impact
on CP or RT synthesis.

To further analyze CABYV-mutants behavior in whole plants, the viral cDNA containing
the mutations were transferred into the binary vector pBin19 under the control of the
Cauliflower mosaic virus 35S promoter and agroinoculated to the host plant M. perfoliata.
Virus accumulation in agroinoculated and non-inoculated leaves of M. perfoliata was
analyzed by DAS-ELISA 3 to 4 weeks postinoculation. All constructs were infectious in M.
perfoliata (Table 1) and accumulated in agroinoculated leaves in amounts comparable to
the wild type virus except for Ngly2 mutant in which virus accumulation was reduced. In
systemic leaves, only the Ngly4 mutant accumulated to wild type levels whereas Ngly1
and -3 accumulation was impaired and Ngly2 was only detected at a very low level in
10% of the agroinoculated plants (Table 1). The difference in virus accumulation for
mutants Nglyl and -3 is not related to reduced CABYV-antiserum recognition because
DAS-ELISA absorbance values of series of dilutions of both purified mutants were iden-
tical to those of a wild type virus reference (Table S2). Although the structural protein



sequence was modified in the mutants, no epitope conformation change was induced, at
least in Nglyl, -3 and -4 mutants. Consistent with the accumulation rates in systemic
leaves measured by DAS-ELISA, progeny genomic RNA of Ngly4 accumulated to levels
similar to the wild type virus whereas genomic RNA was detected at a reduced level in
plants infected with Ngly1, -2 and -3 (Figure 3).

An RNase-protection assay was carried out to determine whether any of the introduced
mutation interfered with packaging of viral RNA into virions. Agroinoculated leaf ex-
tracts were harvested 7 days postinoculation and incubated 30 min at 37°C under condi-
tions in which nonencapsidated CABYV-RNA is degraded by endogenous RNases. The
extract was then subjected to phenol extraction, and protected viral RNA was detected
by Northern blot hybridization. A similar RNA extraction was performed without the
37°C incubation step to evaluate the accumulation of total viral RNA present in the sam-
ple. For all mutants, except Ngly2, significant amounts of the progeny genomic RNAs in
the leaf extract were resistant to degradation by this treatment (Figure 4). Ngly2-
genomic RNA was only detected with difficulty after RNase treatment, suggesting that
the mutation introduced in the CP sequence of this mutant interfered with packaging of
viral RNA into an RNase-resistant form. To evaluate virion stability of the different mu-
tants we also performed purification of the different N-glycosylation mutants either
from systemic infected leaves for Ngly1, Ngly3 and Ngly4 or from agroinfiltrated tissues
for Ngly2. Typical virus peaks with an absorbance maximum at 260 nm were observed
in the sucrose gradients loaded with CABYV wild type virus, Ngly1, Ngly3 and Ngly4 mu-
tants (Figure S1). In contrast, no typical peak was observed for the mutant Ngly2 (in
three independent experiments, Figure S1). However, when aliquots of the sucrose gra-
dient loaded with the Ngly2 were analyzed by transmission electron microscopy, typical
virus particles were observed (Figure S2). Therefore, the mutation introduced into the
Ngly2 mutant does not abolish virion formation per se but could interfere with virion
stability in planta, impairing efficient recover of whole virions. This packaging defect is
presumably responsible, at least in part, for the lower yield of progeny viral RNA from
systemically infected leaves of agroinoculated plants.

Stability of the introduced point mutations during virus multiplication in agroinfected
plants was investigated by RT-PCR. Total RNA was isolated from systemically infected
leaves 3 weeks postinoculation, and a region of the genome encompassing the mutations
was selectively amplified by RT-PCR. The amplified cDNA was then cloned, and the in-
serts of 8 randomly selected clones, obtained from two independent reverse transcrip-
tion-PCRs, were sequenced. All the sequence alterations detected in the RT-PCR clones
obtained from infected M. perfoliata are summarized in Figure 5. Variation in the wild-
type progeny sequences was observed and is presumably due to a combination of natu-
ral sequence "drift" during the relatively error-prone viral RNA multiplication process
and errors introduced during reverse transcription-PCR amplification of the sequence to
be analyzed. In the Ngly1 viral progeny, we observed, in 3 out of the 8 clones analyzed,
three mutations around the CP-stop codon located approximately 380 nucleotides
downstream of the introduced mutation. Two of these mutations resulted in amino acid
changes in the CP sequence but these changes did not restore or obviously compensate
for the mutated site. One of the mutations eliminated the CP-stop codon. Except for this
modification, no sharp difference in secondary mutation accumulation was observed
between the N-glycosylation mutants and the wild type virus, no reverse mutation was
observed in the mutants and no compensatory mutations were noticed in any of the se-
quences analyzed.



Aphid transmission of mutated viruses from agroinfected plants, and purified virus

To evaluate the effect of the mutations introduced in the putative N-glycosylation sites
on virus-vector interactions, M. perfoliata agroinfected with the N-glycosylation mutants
or purified virus were used as virus source in aphid transmission experiments. When M.
persicae or A. gossypii were allowed to feed on systemic infected leaves, Ngly1, -3 and -4
were transmitted although at a reduced level compared to the wild type virus (Table 2).
This difference in virus transmission efficiency can be attributed, at least for Ngly1l and
Ngly3, to the lower virus accumulation in infected systemic leaves (Table 1, Figure 3).
Indeed, virus transmissibility of both mutants increased when using purified virus and
attained levels similar to those of wild type virus in the case of Nglyl mutant (Table 2).
In contrast, the reduced transmissibility of Ngly4 mutant from systemic infected leaves,
in which it accumulated at a level very similar to the wild type virus (Figure 3 and Table
1), could be due to a lower accessibility of the mutated virus to the aphids. This hypothe-
sis suggests that the mutation introduced could interfere with virus loading in sieve
elements. When this mutant was offered to aphids from a purified suspension through a
parafilm membrane, the rate of virus transmissibility was restored to the wild type level,
confirming that the mutation introduced in the Ngly4 mutant does not strictly impair
virus transmission by aphids (Table 2).

Because the Ngly2 mutant is highly impaired in systemic movement and do not form
stable particles that can be purified from infected plants, virus transmission of this mu-
tant was addressed using agroinoculated leaves as virus source. Ten days after agroin-
oculation, aphids were allowed to acquire the virus for 48 h AAP before being trans-
ferred to test plants for a 4-day IAP (20 aphids were transferred on each test plant).
Ngly2 aphid transmission was analyzed by RT-PCR performed on total RNA extracted
from these test plants 7 days after aphid deposition and the expected 600 bp PCR frag-
ment (nt 3505 to 4105 on the CABYV sequence) was detected in 3 test plants out of 3.
Accumulation of Ngly2 in test-plants was, however, too low to be detected by ELISA
(data not shown).

The stability of the introduced point mutations in aphid-inoculated plants was investi-
gated by RT-PCR as already described above. The various sequence alterations detected
in the RT-PCR clones obtained from aphid-inoculated M. perfoliata did not show selec-
tion of a particular virus progeny from the source leaf after aphid transmission nor were
reversion or compensatory mutations detected in the sequences analyzed (Figure 5). In
the Ngly1 virus progeny, amino acid changes were again observed around the CP-stop
codon in 2 clones out of 8 analyzed, although the observed changes were not similar to
the one found in the viral progeny of Ngly1-agroinfected plants. As nucleotide modifica-
tions also occurred around the CP stop codon in the wild-type virus progeny in aphid-
infected plants (in two clones out of 8 sequenced), we conclude that this sequence is
highly subject to modification independently of the presence of engineered mutations.

Detection of glycosylated residues on structural proteins using lectins or glycan-
specific antibodies

CABYV structural proteins could potentially be co-translationally modified by N-
glycosylation during their synthesis at the endoplasmic reticulum (RE) membrane. N-



glycosylation consists of the en-bloc transfer of a glycan precursor onto the asparagine
of the consensus site N-x-S/T. This N-glycan precursor can be matured successively into
high-mannose N-glycan and a complex N-glycan, while the protein passes through ER
and Golgi apparatus to reach its final destination in the secretory pathway (Lerouge et
al, 1998). Mature glycoproteins carry a mixture of complex glycans as well as some
high-mannose N-glycans that have escaped terminal glycosylation.

To detect high-mannose N-glycans on CABYV structural proteins, purified suspension of
the virus was first subjected to SDS-PAGE. The structural proteins were then transferred
onto nitrocellulose before being detected with the lectin, Concanavalin A (ConA), specific
for high-mannose N-glycans, followed by an incubation with horseradish peroxidase
(Faye and Chrispeels, 1985). Addition of the enzyme substrate shows a signal of about
24 kDa (corresponding to the CABYV-CP) respectively, and another at about 90 kDa
(Figure 6). Specificity of the interaction was evaluated by incubation with ConA in the
presence of a lectin sugar competitor (methyl B-D-mannopyranoside) or after submit-
ting the virus extract to on-blot periodate oxidation, which cleaves the glycol ring of the
sugar moiety, thus preventing ConA binding. Only the 90 kDa signal was specific (signal
disappearance after incubation in the presence of competitor sugar or after periodate
treatment, Figure 6). The 24 kDa signal observed on the blot was due to a nonspecific
reaction between CABYV-CP and horseradish peroxidase (Figure 6D). When the virus
extract was incubated with a biotin-bound ConA prior to addition of alkaline phos-
phatase bound to streptavidine, a similar nonspecific reaction was observed between
the CABYV-CP and alkaline phosphatase bound to streptavidine (data not shown).
Therefore, no definitive conclusion could be drawn concerning the presence of high-
mannose N-glycans on the CABYV-CP. No other signal of about 65 kDa, corresponding to
the CABYV-RT protein incorporated into virions (Priifer et al.,, 1995), was observed on
the blot suggesting that no high-mannose N-glycan was present on the minor virion
compound (Figure 6). We should mentioned here that, as reported before for polerovi-
ruses, a C-terminally processed RT protein of about 65 kDa (thereafter referred as RT*)
is incorporated into virions (Bahner et al., 1990; Brault et al., 1995). Similar results were
obtained when TuYV purified virus was used to detect high-mannose N-glycans: a non-
specific reaction was observed between TuYV-CP and the purified horseradish peroxi-
dase whereas the truncated RT protein (about 65 kDa), incorporated into virions, did
not exhibit the presence of high-mannose N-glycans (Figure S3). As observed before
(Figure 6), the only protein specifically bound to high-mannose N-glycans was the one at
about 90 kDa (Figure S3).

Detection of plant complex glycans on CABYV structural proteins was performed using a
on-blot procedure similar to the one described above, except incubations were per-
formed with plant antibodies specific for oligosaccharide motifs present on plant com-
plex N-glycans (core 3(1,2)-xylose, core a(1,3)-fucose and terminal anti-Lewis a) (Fitch-
ette-Lainé et al,, 1997) followed by an incubation with peroxidase-bound secondary an-
tibodies. After enzyme substrate addition, a signal of about 90 kDa was observed in the
virus extract after incubation with any of the three antibodies directed against plant-
specific complex glycans (Figure 7). No other signal corresponding to CABYV structural
proteins (CABYV-CP of 24 kDa or CABYV-RT* of 65 kDa) were detected, which suggests
the absence of complex N-linked glycans on the viral proteins. Similar experiments per-
formed with TuYV purified virus led to similar conclusions; except for the presence of
complex glycans on a 90 kDa protein, no other signal was detected on TuYV structural
proteins (Figure S4).



The 90 kDa glycoprotein, possessing both high-mannose- and plant complex N-glycans,
was repeatedly present in purified preparation of CABYV and TuYV. This protein was
further gel-extracted and identified by mass spectrometry as a plant protein (0. Lemaire
and P. Schellenbaum, personal communication).

Mass-spectrometry on CABYV and TuYV structural proteins

Mass spectrometry analyses were performed to detect the presence of glycans on the
CABYV structural proteins. The MALDI-TOF mass spectrometry analyses were con-
ducted with two different matrixes (B-cyano-4 hydroxy cinnamic acid, 2,5-
dihydroxybenzoic acid). As already mentioned above, purified CABYV virions are com-
posed of the 24 kDa CP and the 65 kDa RT*. The cleavage site of the RT protein has not
been identified with precision but based on sequence homology between the RT se-
quences of members in the Luteoviridae family, it is thought to be located around the
highly conserved DE (431-432, Figure 8) (Guilley et al., 1994). In addition to confirming
the identity of the structural CABYV proteins, the MALDI-TOF peptide mass fingerprint
analysis after in-gel tryptic digestion also suggests that the cleavage site of the RT pro-
tein could be located 9 amino acids (or more) downstream from the DE motif. 79% of
the trypsic peptides obtained were of viral origin and if we consider the arginine located
at 440 as the more distal amino acid of the RT* protein, the sequence coverage of the CP
and RT* was 57% and 53% respectively (Figure 8A). Trypsic peptides (69-97, 177-188,
404-419) with N-glycosylation consensus sites (N-x-S/T) were detected as non-modified
peptide, which provides further evidence that the structural CABYV proteins forming the
particles are not glycosylated (Figure 8A). The MALDI-TOF peptide mass finger print
performed on the structural proteins of TuYV gave a high coverage of the proteins (84%
for CP and 70% for RT*) and confirms that four of the five potential N-glycosylation sites
were not modified (coverage by the trypsic peptides 155-175, 180-191, 260-274, 384-
400), whereas no definite conclusion could not be drawn for the site positioned at amino
acid 50 in an arginine-enriched region (Figure S5), which was not covered by the se-
quencing. Similarly as for CABYV, the putative cleavage site of the TuYV-RT protein was
estimated to be located at least 9 amino acids downstream the conserved DE (Figure
S5).

The nano LC-MS/MS analysis allows us to identify the CABVY CP and RT* proteins with
47% and 42% of sequence coverage respectively. The coverage for the RT* protein was
estimated based on the previous last amino acid identified by MALDI-TOF analysis (posi-
tion 440). This position is still hypothetical because it was not confirmed by the nano
LC-MS/MS analysis. Trypsic peptides (69-97, 177-188, 404-419) covering the putative
N-glycosylation sites were detected as non-modified peptides (Figure 8), whereas, for
TuYV, four of the five potential N-glycosylation sites were covered by the trypsic pep-
tides (155-175, 180-191, 260-274, 384-400) corresponding to 70% and 71% of the CP
and RT* sequence respectively. It can be noticed that both mass sequencing analysis end
up with a similar C-terminal amino acid (lysine at position 437) which shows that the
cleavage site of the TuYV-RT protein is definitely located downstream the conserved DE.
A nano LC-MS was performed at high energy cone voltage (50 V) to induce in source
fragmentation of the glycan chains. Specific ions of glycan fragmentation (M+H*: 163.1,
204.1, 292.1, 366.1, 657.2) corresponding to hexose glycan, N-acetylhexosamine glycan,
sialic acid glycan, N-acetylhexosamine and hexose glycan were extracted from the chro-



matogram. All spectra show that no specific ions were liberated from the CP (Figure 9,
Figure S6) and the RT proteins (data not shown) of both viruses. Absence of sialic acid
residues is, however, expected because the biochemical machinery for terminal sialyla-
tion of N-linked complex oligosaccharides in mammalian systems is absent in plants
(Lerouge et al,, 1998). These results are in agreement with the results obtained by
MALDI-TOF and clearly demonstrate that the CABVY and TuYV structural proteins do
not possess glycosylated residues.

Discussion

CABYV, a polerovirus in the Luteoviridae family, is transmitted by aphids in a circulative
and propagative manner, which implies specific recognition of virions by receptors lo-
calized at the intestinal and accessory salivary gland levels. Previous work from several
laboratories has demonstrated the involvement of both structural capsid proteins in the
efficient transport of virions through the aphid (Brault et al., 2003; Brault et al., 2000;
Brault et al., 1995; Bruyere et al., 1997; Chay et al., 1996; Jolly and Mayo, 1994; Peter et
al, 2008) and it is well accepted that transport relies on direct interactions between
capsid proteins and surface receptors in the aphid. It has been proposed that receptors
localized on the intestinal cells could recognize the major coat protein (CP) whereas
those located on the ASG cells would bind the minor capsid compound (RT protein)
(Chay et al.,, 1996; Reinbold et al.,, 2001). The polerovirus receptors still remain un-
known but intensive studies are now being carried out in several laboratories to identify
these molecules. It is therefore of particular importance to know the exact nature of the
viral capsid proteins participating in the interaction in order to develop techniques
adapted to their identification. Earlier work showing that treatment of TuYV virions
PNGase-F, which cleaves almost all common asparagine-linked glycan chains from gly-
coproteins, inhibits aphid transmission of the virus was taken as evidence that the virus
particles were glycosylated and that this modification could control a major step of the
transmission process (Seddas and Boissinot, 2006). By analogy with the presence in
animal viruses of envelop glycoproteins which control virus recognition and entry into
cells, it was hypothesized that glycosylated polerovirus structural proteins could also
control virus internalization into insect cells.

We decided to developed several alternative approaches to detect the presence of glyco-
sylated residues on the structural proteins of CABYV. Whenever possible, we also tested
for the presence of glycosylated residues on the structural proteins of TuYV. Mutation of
each of the four putative N-glycosylation sites localized in the CABYV structural coat
protein sequences led to the production of four virus mutants (Ngly1 to -4) whose repli-
cation in plants protoplasts was not altered by these modifications. When agroinocu-
lated to plants, Ngly1, -2 and -3 accumulated at a lower level compared to the wild type
virus in systemic leaves whereas only Ngly2 displayed impaired accumulation in agroin-
oculated leaves. In summary, except for Ngly4, the other mutants were apparently af-
fected in local or long distance movement. Polerovirus particles are thought to be the
viral entities moving over long distances through the sieve elements (Esau and Hoefert,
1972; Mutterer et al., 1999; Shepardson, Esau, and McCrum, 1980), but nothing is
known about the viral entity responsible for cell to cell movement. These two types of
movement, however, require both structural capsid proteins together with the move-
ment protein encoded by ORF4 (Bruyere et al., 1997; Chay et al., 1996; Lee, Palukaitis,



and Gray, 2002; Nurkiyanova et al., 2000; Ziegler-Graff et al., 1996). All the mutants we
engineered harbour a mutation in the major capsid protein (Nglyl and 2) or in the mi-
nor capsid compound (Ngly3 and 4) which can explain the defect in virus movement. In
addition, the engineered mutation in the ORF3 of Ngly1l and 2 introduced an additional
mutation in the overlapping reading frame (ORF4) which encodes the host-specific
movement protein (Lee, Palukaitis, and Gray, 2002; Ziegler-Graff et al., 1996). We also
observed that the stability of Ngly2 particles was greatly impaired which could, by itself,
be responsible for the reduced movement of this mutant in the plant. From these results,
we had no evidence that the effect we observed on virus accumulation in plant was re-
lated to a modification of the glycosylation of the structural proteins.

To test the previously proposed hypothesis that glycosylated virions were required for
aphid transmission, we performed aphid transmission experiments using infected plants
or purified virus, as virus source. We observed that all the mutants, even the Ngly2 mu-
tant with unstable particles, could be transmitted by aphids. Thus, unless more than one
site on the structural protein was glycosylated, these experiments showed that single N-
glycosylation was not involved in aphid transmission. Analysis of the viral progeny in
the agroinfected plants or the aphid-inoculated plants revealed that no selective pres-
sure was applied on the mutated sites even in the case of the mutants affected in virus
accumulation in plants. This also suggests that the modifications did not affect functions
that were absolutely required in virus cycle.

Presence of high-mannose N-glycans or complex glycans on the structural proteins of
CABYV or TuYV was further evaluated using a lectin-binding assay or with glycan-
specific antibodies. No complex glycans were present on either structural protein, sug-
gesting that none of them are addressed to the Golgi apparatus, the site of complex gly-
cans processing. No clear conclusion could be drawn about the presence of N-linked oli-
gomanosidic glycans on the CP of both viruses, due to nonspecific binding of the CP to
purified horseradish peroxidase. On the other end, the RT* proteins incorporated into
CABYV and TuYV virions contained no such residues.

Mass spectrometry analysis of CABYV and TuYV structural proteins clearly demon-
strated that no glycans of any kind (oligomannosidic or complex) were present on either
structural protein: all the peptides, except one located in the TuYV-CP, carrying the puta-
tive N-glycosylated sites on the CP and RT sequences were identified by mass spec-
trometry without any mass modification and no glycans among the most common found
in nature were released from the structural proteins of both viruses submitted to high
voltage fragmentation. These experiments definitively show that CABYV and TuYV struc-
tural proteins are not glycosylated, unless addition of the glycan is occurring at a non-
conventional site on the sequence and/or if the proteins are modified by an unusual gly-
can.

Reinvestigation of the presence of glycosylated residues on virus structural proteins of
Cowpea mosaic virus, which was initially reported to contain significant amounts of car-
bohydrates (Partridge et al., 1974), also showed that the virions were devoid of glycans
when a more sensitive technique (reverse-phase high-performance chromatography)
was performed (Altmann and Lomonossoff, 2000). In the case of Hepatitis E virus, the
capsid protein was shown to be glycosylated when expressed in mammalian cells but no
evidence of the presence of N-glycosylated residues was obtained after site-directed
mutagenesis (Graff et al., 2008), suggesting that the observed glycosylation could have
been an artefact of overproduction of the protein. Therefore, so far, the vast majority of
nonenveloped viruses in the animal and vegetal kingdom do not contain N-linked oligo-
saccharides. Rotavirus may be the only example of a nonenveloped virus bearing this



kind of modification (Estes and Cohen, 1989), but it should be noted that, in the rotavi-
ruses, the outer glycosylated viral capsid protein is an integral ER membrane protein
and the ER is not only the site of virus assembly (Kabcenell and Atkinson, 1985) but also
the site of N-glycan addition.

It is still unclear why the previous authors (Seddas and Boissinot, 2006) obtained sev-
eral lines of evidence that TuYV particles were glycosylated. One possible explanation
for the reported lectin-binding capacity of purified virions would be a nonspecific bind-
ing to hydrophobic domains in the structural proteins that are exposed under denatur-
ing conditions during SDS-PAGE. It has indeed been shown that lectins can bind to hy-
drophobic noncarbohydrate ligands (Roberts and Goldstein, 1982; Stoitsova, Boteva,
and Doyle, 2003). Moreover, the lectin-binding assay used by Boissinot and Seddas was
not validated by competitive experiments with appropriate sugars, suggesting that the
observed reaction could have been nonspecific.

Taking into account the results of the various experiments performed, it thus appears
that glycosylation of CABYV and TuYV structural proteins is highly unlikely. However,
we observed a glycosylated plant protein that was reproducibly present in purified virus
preparations of CABYV and TuYV. It is conceivable that the effect of the PNGaseF treat-
ment on TuYV aphid transmission (Seddas and Boissinot, 2006) could be due to an indi-
rect effect on this glycosylated protein. This assumes, of course, that this protein is in-
volved in a step of the transmission process, an hypothesis which is currently being in-
vestigated in our laboratory.



AgroinfectedM. perfoliata ®

Agroinfected leaves Systemic Leaves
Nglyl 36/39(92 %) 1.61 +0.28 121/19661 %) 0.75+£0.26
Ngly2 38/47(81 %) 0.70 +0.09 7/66 (10 %) 0.25+£0.08
Ngly3 8/8 (100 %) 1.91+0.23 38/52 (73 %) 0.38 £0.17
Ngly4 8/8 (100 %) 251+£0.31 52/52 (100 %) 1.75+£0.27
WT 39/39(100 %) 2.20+0.48 61/61 (100%) 1.76 £0.31

Table 1. ELISA detection of CABYVN-glycosylation mutants in agroinfected and systemi-
cally infected leaves.

Virus accumulation was measured by DAS-ELISA 1 wpe&t-inoculation (p.i.) or 3 weeks
p.i on agroinoculated or systematic leaves respelgti

#Results from 2 to 7 independent experiments wengbawed.

® Number of plants infected/number of plants agroitaed. In parentheses, the percentage
of infected plants.

“ Mean absorbance * standard error at 405 nm aftelo2substrate incubation. The back-
ground absorbance observed with healthy plant exrgpically 0.12) has been subtracted.

Transmission
AgroinfectedM. perfoliata ® Purified Virus
A. gossypii M. persicae M. persicae
Nglyl 3/24 13%)° 5/40 (13%) 14/19 (74 %)
Ngly3 3/17 (18%) 3/18 (17 %) 419 (44 %)
Ngly4d 9/18 (s0%) 10/19 (53 %) 16/21 (76 %)
WT 26/26(100 %) 27/30 (90 %) 14/19 (74 %)

Table 2: Aphid transmission of CABYW-glycosylation mutants from infected plants and
from purified virus preparations.

®After a 48 h AAP on plants infected with CABYV wilgpe (WT) or CABYV N-
glycosylation mutants, 20 aphids were transferoetg$t plants for a 4-day IAP.

PAfter a 48 h AAP on purified virus (final concerticm 100 pg/ml), 20 aphids were trans-
ferred to test plants for a 4-day IAP.

‘Number of plants infected after aphid transmissetermined by DAS-ELISA)/number of
plants tested. In parentheses, the percentagéected plants.
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Figure 1: Schematic representation of ORFs 3 and 5 of CABYV N-glycosylation mutants
The genetic organization of CABYV genome encoding the six ORFs is presented. The encoded
major (CP) and minor (RT) coat proteins and the product of ORF4 (P17) are indicated by
arrows. Positions and amino acid sequence of the potential N-glycosylation sites are indicated
on the wild-type sequence (WT). For the different mutants, amino acid replacement in
structural proteins (CP and RT) is indicated. For the Ngly1 and Ngly2 mutants the amino acid
changes introduced in the P17 sequence by the N-glycosylation site mutation are noted below
the CP sequence.
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Figure 2: Amplification in protoplasts of CABYV mutants affected in potential N-
glycosylation sites

(A) Northern blot analysis of total RNA extracted from protoplasts inoculated with
transcripts of Ngly1, Ngly2, Ngly3, Ngly4 mutants and wild-type virus (WT). The position of
genomic RNA (gRNA) is indicated. (B) Immunodetection of CABYV-CP and -RT proteins in
protein extracts from protoplasts infected with transcripts of Ngly1, Ngly2, Ngly3, Ngly4 and
wild-type virus (WT). The upper part of the blot was probed with a CABYV C,,,,RT specific
antiserum, and the lower part was probed with a CABYV polyclonal antiserum. The positions
of CABYV-CP and -RT are indicated with apparent molecular masses in parentheses. It should
be mentioned that the RT-protein of CABYV and other members in the Luteoviridae family has
a SDS-gel electrophoresis mobility of a ca. 95 kDa which is higher than the 74 kDa calculated
molecular weight (Bahner et al., 1990). NI : Non-inoculated protoplasts.
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Figure 3: Accumulation of viral RNA of CABYV N-glycosylation mutants in systemic
leaves

Northern blot analysis of total RNA extracted from M. perfoliata systemic leaves 4 weeks after
agroinoculation with Ngly1, Ngly2, Ngly3, Ngly4 mutants and wild-type virus (WT). Position
of genomic RNA (gRNA) is indicated. Ribosomal RNA (rRNA) were stained with ethidium
bromide. NI: Non-inoculated plant.
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Figure 4: Accumulation of viral RNA of CABYV wild-type (WT) or CABYV N-glycosylation
mutants after endogenous plant RNase treatment

Northern-blot analysis of total RNA (T) extracted 7 days post-inoculation or protected RNA
(P). For protected RNA, extraction was performed under conditions in which only virion-
packaged RNA remains intact. Position of virus genomic RNA (gRNA) is indicated.
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Figure 5: Distributions of nucleotide mutations detected in viral progeny RNA
following agroinfection or aphid transmission

Nucleotide mutations in viral progeny following agroinoculation of M. perfoliata with CABYV
wild-type (WT) or CABYV N-glycosylation mutants (A) or after transmission by aphid (B). For
each construct, 8 RT-PCR clones were sequenced after RNA extraction from 2 plants. The
boxed sequences are enlarged and the precise amino acid changes are mentioned.

* Introduced mutations; The circles represent second-site nucleotide mutations detected in
the viral progeny: o silent mutation; ® mutation resulting in amino acid change; @ Elimination
of the stop codon; +3: 3 nucleotides added.
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Figure 6: High-mannose N-glycan detection on CABYV structural proteins

Four pg of purified CABYV were loaded on lanes 1 and 0.5 pg of Ribonuclease B on lanes 2.
This latter protein of approximately 15 kDa possesses high-mannose N-glycans and serves as
positive control in this experiment. Proteins were separated on a 15 % SDS-PAGE gel before
being transferred onto nitrocellulose. Incubation was performed with ConA/peroxidase
(Panel A), in similar conditions with the addition of a competitor sugar, methyl @-D-
mannopyranoside (panel B), or in similar conditions but after on-blot periodate oxidation of
the sugars (panel C). In panel D, ConA was omitted and incubation was performed only with
peroxidase. Position of CABYV-CP and of the 90 kDa protein is indicated.

Sizes (in kDa) of protein ladder are indicated on the right.
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Figure 7: Detection of plant complex N-glycans on CABYV structural proteins

Four pg of purified virus were loaded in each lane. Proteins were separated on a 15 % SDS-
PAGE gel before being transferred onto nitrocellulose. Strips of the membrane were treated
with anti-core o(1,3)-fucose-, anti-@(1,2)-xylose- or anti-terminal Lewis a antibodies.
Structural CABYV proteins CP and RT are positioned on the left after incubation of the
nitrocellose strip with the antiserum directed against CABYV (firstlane).

Sizes (in kDa) of protein ladder are indicated on the right. Position of CABYV-CP, -RT* and the
90 kDa protein is indicated.

The carbohydrate sequence of Lewis a is Galf31,3[Fuca1,4]GlcNAc (Gal: galactose, Fuc: fucose,
GIcNAc: N-acetyl glucosamine).

B)

MNTVAARNQN AGRRRRRNQR PARRDRVVVV NPIGGPPRGR RQRRNRRRPN 1  MNTVAARNQN AGRRRRRNQR PARRDRVVWV NPIGGPPRGR RQRRNRRRPN
RGGRARRGSP GETFVFSKDN LTGSSTGSIT FGPSLSESPA FSSGILKAYH 51 RGGRARRGSP GETFVFSKDN LTGSSTGSIT FGPSLSESPA FSSGILKAYH
EYKIIMVQLE FISEASSTSS GSISYELDPH CKLSSLQSTI NKFGITKSGL 101 EYKIIMVQLE FISEASSTSS GSISYELDPH CKLSSLQSTI NKFGITKSGL
RRWTAKQING MEWHDATEDQ FKILYKGNGS SSVAGSFRIT IKCQVQNPKY 151 RRWTAKQING MEWHDATEDQ FKILYKGNGS SSVAGSFRIT IKCQVQNPKY
VDGSSPPPPS PSPTPPPPPP PQPQPQPCAQ RFWGYEGNPQ NKILTAENSR 201 VDGSSPPPPS PSPTPPPPPP PQPQPQPCAQ RFWGYEGNPQ NKILTAENSR
NIDSRPLNFV QMYKWEDEKW DKVNLQAGYS RNDRRCMETY LTIPADKGKF 251 NIDSRPLNFV QMYKWEDEKW DKVNLQAGYS RNDRRCMETY LTIPADKGKF
HVYLEADGEF VVKHIGDELD GSWLGNIAYD VSQRGWNVGN YKGCKITNYQ 301 HVYLEADGEF VVKHIGDELD GSWLGNIAYD VSQRGWNVGN YKGCKITNYQ
SNTVFVAGHP DATMNGKSFD TARAVEVDWF ASFELECDDE EGSWAIYPPP 351 SNTVFVAGHP DATMNGKSFD TARAVEVDWF ASFELECDDE EGSWAIYPPP
IQKDSSYNYT VSYGNYTEKY CEWGAISVSI DEDNNGNEPR RIPRRGVMAW 401 IQKDSSYNYT VSYGNYTEKY CEWGAISVSI DEDNNGNEPR RIPRRGVMAW
STPEPSFSGD DSQRQDFNTP SLEERGSDAL ESEEKKEEDN LLDLEEENIP 451 STPEPSFSGD DSQRQDFNTP SLEERGSDAL ESEEKKEEDN LLDLEEENIP
DVDDDDLWKG ISRASEAGTA EDDRASTSSR LRGNLKPKGL PKPQPTRTIT 501 DVDDDDLWKG ISRASEAGTA EDDRASTSSR LRGNLKPKGL PKPQPTRTIT
EFNPGPDLIE VWRPDLAPGY SKADVAAATV LAGGSVHEGR DMLERREAKV 551 EFNPGPDLIE VWRPDLAPGY SKADVAAATV LAGGSVHEGR DMLERREAKV
MDSRKKWGIL SSTSSLTSGA LKKLSAQSEK LATLTTGERV QYQRLKNSMG 601 MDSRKKWGIL SSTSSLTSGA LKKLSAQSEK LATLTTGERV QYQRLKNSMG
STVAAEYLEK VLADKTS 651 STVAAEYLEK VLADKTS

Figure 8: MALDI-TOF and Nano LC-MS/MS analysis of CABYV structural proteins

On the CABYV structural proteins sequence are shown, in bold, peptides identified by MALDI-
TOF by peptide mass fingerprinting (A) and by nano LC-MS/MS (B).

Potential N-glycosylation consensus sites are underlined. Conserved DE motif is italized. CP
stop codon is indicated in grey.
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Figure 9: Nano LC-MS mass spectrometry analysis of the tryptic digest of CABYV-CP

(A) Nano LC-MS chromatogram at 50 V cone voltage of the tryptic digest of CABYV-CP. (B)
Extracted ion chromatogram of m/z 163.1 (M+H+) corresponding to hexose glycan. (C)
Extracted ion chromatogram of m/z 204.1 (M+H+) corresponding to N-acetylhexosamine
glycan. (D) Extracted ion chromatogram of m/z 292.1 (M+H+) corresponding to sialic acid
glycan. (E) Extracted ion chromatogram of m/z 366.14 (M+H+) corresponding to N-
acetylhexosamine and hexose glycan.



Potential N-glycosylation sites® Potential O-glycosylation sites”

In CP In RT In RT
CABYV 2 (70, 178) 2 (408, 415) 5 (204, 205, 210, 212)2
CYDV 2 (11, 79) 2 (337, 349) 5 (213, 217, 225, 22B)49
PLRV 0 3 (273, 410, 603) 5 (217, 219, 223, 225, 317)
TuYV 3 (50, 162, 181) 2 (267, 388) 2 (221, 480)
MABYV 2 (70, 178) 5 (406, 413, 432, 539, 547) 5 (207, 210, 212, 219, 557)

Table S1: Localization ofN- andO-glycosylation sites among poleroviruses structural protein
sequences.

aNumber of potentialN-glycosylation sites. In parentheses, position of Nwglycosylated
arginine on the amino acid sequence of the viral structural protein.

bNumber of potentialO-glycosylation sites. In parentheses, position of @wglycosylated
serine or threonine on the amino acid sequence of the viral structural protein.
Accession numbers ID fo€ucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV / NC_003688.1),
Cereal yellow dwarf virus (CYDV / NP_840025.2), Potato leafroll virus (PLRV /
NC_001747.1),Turnip yellow virus (TuYV / NP_620487.1, formerly referred to d&3eet
western yellows virus or BWYV) and Melon aphid borne yelows virus (MABYV /
NC_010809.1)

Virus WT Nglyl Ngly3 Ngly4
2ug 2,16 2,05 1,98 2,33
1pg 1,65 1,45 1,68 1,53

400 ng 0,84 0,90 0,75 0,79

200 ng 0,45 0,50 0,32 0,48

Table S2: Reactivity of the antiserum used for DAS-ELISA towards the parifreitated viruses
Nglyl, -3 and -4. Different amounts of virus were deposited in the ELISA pled DAS-ELISA
assay was performed as described in Clark and Adams, 1977 using a polydicealiz
directed against CABYYV virions. Values represent the absorbad@batm after 2 hours
substrate incubation. WT: wild type CABYYV virions.

The quantity of purified Ngly2 virions obtained after purification was nough to conduct such
an analysis.

Clark, M. F. & Adams, A. N. (1977). Characteristics of the microplate method of enzyimieed immunosorbent
assay for the detection of plant virusésurnal of general virology 34, 475-483.

Lecoq, H., D. Bourdin, C. Wipf-Scheibel, et al. (1992). A new yellowing disease of cucurbits caused by a
luteovirus, cucurbit aphid-borne yellows virdant Pathology 41, 749-761.
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Figure S1: Absorbance spectra of the purified CABYV mutants (Nglyl, Ngly2,
Ngly3, Ngly4). Purification was performed from agroinfechddntia perfoliata as
described in van den Heuwtlal., 1991. Virus concentration is evaluated using the
formula: 1 unit ODQgy,,= 0.118 pg/pl. WT: wild type virus.

Van den Heuvel, J., T. Boerma and D. Peters (1991). Transmission of potato leafroll virus from
plants and artificial diets by Myzus persicae. Phgthology81, 150-154.
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Figure S2: Electron micrographs of purified particles of (A) CABYV wild type aij (
Ngly2. Aliquots of the sucrose gradient were deposited on the grid. Uresidte staining.
Particles of Ngly2 are indicated by arrows. The bar corresponds to 100 nm.
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Figure S3: High-mannosdN-glycan detection on TuYV structural proteins.

Four pg of purified TuYV were loaded on lanes 1 and 0.5 pg of Ribonuclease B es fan
This protein of approximately 15 kDa possesses high-manibge/cans and serves as
positive control in this experiment. Proteins were separated on a 15 %P806&-gel before
being transferred onto nitrocellulose. Incubation was performed with &@wvalin
Alperoxidase (Panel A), in similar conditions with the addition of a conbpesugar, methyl
a-D-mannopyranoside (panel B), or in similar conditions but after on-blot patgoadxidation
of the sugars (panel C). In panel D, Concanavalin A was omitted and iionbaas
performed with peroxidase only. Position of TuYV-CP and of the 90 kDa protein isateti.
Sizes (in kDa) of protein ladder are indicated on the right.
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Figure $4: Plant complex glycan detection on TuYV structural proteins.
Four ug of purified virus were loaded on each lane. Proteins wereaedain a 15 %
SDS-PAGE gel before being transferred onto nitrocellulose. Stripseofrtembrane were
detected with (2) anti-coreu(1,3)-fucose-, (3) ant{1,2)-xylose- or (4) anti-Lewis a
antibodies. TuYV truncated RT protein of about 65 kDa is positioned on the right aft
incubation of the nitrocellulose strip with the antiserum directedregaiuYV-RT (first

lane).

Sizes (in kDa) of protein ladder are indicated on the left.
The carbohydrate sequence of Lewis a is:f&@8[Fual,4]GIcNAc (Gal: galactose, Fuc:
fucose, GIcNAc: N-acetyl glucosamine).

A

1 MNTVVGRRII NGRRRPRRQT
51 RTGRTVPTRG AGSSETFVFS
101 AYHEYKISMV ILEFVSEASS

RRAQRPQPVV VVQTSRATQR
KDNLAGSSSG AITFGPSLSD

QNSGSIAYEL

DPHCKLNSLS

151 PGKRAFTASY INGTEWHDVA EDQFRILYKG NGSSSIAGSF
TPQKKYRFIV YTGVPVTRIM AQSTDDAISL

201 PKYVDEEPGP SPGPSPSPQP
251 YDMPSQRFRY IEDENMNWTN
301 SMEGYQPTSS TTDPNKDKQD

351 TLKYGHPDME LNGCHFNQGQ CLERDGDLTC HIKTTGDNAS

401 QSKYNYAVSY GAWTDRMMEI
451 STWETIKLPE KGNSEGYETS
501 EEIPDFVGDN PWSDLSTKNS
551 RNFDPTPDLV EAWRPDVNPG
601 VLDGRKSWGS SLASSLTGGT
651 TRASEFLESL LAGEDPDSRF

MALDI - CP: 84% - RT: 70%

LDSRWYSQNS
GLIAYNDDLS

LKAIPMIIVP
EGWNVGIYNN

GMIAIALDEQ GSSGSVKTER

QRQDSKTPPT
QEEEAMSSES
YSKADVAAAT
LKASAKSEKL

ASGGSDTLDV
GLRPQLKPPG
ITIAGGSIKDG
AKLTTSERAR

RPRRRRRGNN
CPAFSNGMLK
STINKFGITK
RITIKCQFHN

VPQGEWTVEI
VEITNNKADN
FFVVGPAVQK
PKRVGHSMAV
EEGGLPLPVE
LPKPQPIRTI
RSMIDKRNKA
YERIKRQQGS

1 MNTVVGRRII
51 RTGRTVPTRG
101 AYHEYKISMV
151 PGKRAFTASY
201 PKYVDEEPGP
251 YDMPSQRFRY
301 SMEGYQPTSS
351 TLKYGHPDME
401 QSKYNYAVSY
451 STWETIKLPE
501 EEIPDFVGDN
551 RNFDPTPDLV
601 VLDGRKSWGS
651 TRASEFLESL

LC-MS/MS - CP:

NGRRRPRRQT RRAQRPQPWV VVQTSRATQR
AGSSETFVFS KDNLAGSSSG AITFGPSLSD
ILEFVSEASS QNSGSIAYEL DPHCKLNSLS
INGTEWHDVA EDQFRILYKG NGSSSIAGSF

RPRRRRRGNN
CPAFSNGMLK
STINKFGITK
RITIKCQFHN

SPGPSPSPQP TPQKKYRFIV YTGVPVTRIM AQSTDDAISL

IEDENMNWTN LDSRWYSQNS LKAIPMIIVP
TTDPNKDKOD GLIAYNDDLS EGWNVGIYNN
LNGCHFNQGQ CLERDGDLTC HIKTTGDNAS
GAWTDRMMEI GMIAIALDEQ GSSGSVKTER
KGNSEGYETS QRQDSKTPPT ASGGSDTLDV
PWSDLSTKNS QEEEAMSSES GLRPQLKPPG
EAWRPDVNPG YSKADVAAAT IIAGGSIKDG
SLASSLTGGT LKASAKSEKL AKLTTSERAR
LAGEDPDSRF

70% - RT: 71%

Figure S5: MALDI-TOF and Nano LC-MS/MS analysis of TuYV structural proteins
On the TuYV structural proteins sequence are shown, in bold, peptides idenyifie
MALDI-TOF by peptide mass fingerprinting (A) and by nano LC-MS/(B$.
PotentialN-glycosylation consensus sites are underlined. Conserved DE mdlizsdt
CP stop codon is indicated in grey.

VPQGEWTVEI
VEITNNKADN
FFVVGPAVQK
PKRVGHSMAV
EEGGLPLPVE
LPKPQPIRTI
RSMIDKRNKA
YERIKRQQGS
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Figure S6:
CP

(A) Nano LC-MS chromatogram at 50 V cone voltage of the tryptic digest of
TuYV-CP. (B) Extracted ion chromatogram of m/z 163.1 (M+H+) corresponding t
hexose glycan. (C) Extracted ion chromatogram of m/z 204.1 (M+H+)
corresponding tdN-acetylhexosamine glycan. (D) Extracted ion chromatogram of
m/z 29z.1 (M+H+) correspondin to sialic acic glycar. (E) Extractec ion
chromatogram of m/z 366.14 (M+H+) correspondingNecetylhexosamine and
hexose glycan.

Nano LC-MS mass spectrometry analysis of the tryptic digest of TuYV-
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