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Introduction générale

< LA RHIZOMANIE

Les plantes, par leur capacité a fixer le dioxydecdrbonevia la photosynthese, sont a la
base de l'alimentation humaine. Cependant, il exides organismes pathogénes des
plantes (champignons, nématodes, bactéries et)viqus causent des dommages
phytosanitaires considérables, affectant la viendiéons de personnes.

Les virus sont des parasites obligatoires. llgsetiit la machinerie cellulaire de leur hote
pour se multiplier. Ces agents infectieux possedastinformation génétique portée soit
par de I'’ADN, soit par de 'ARN, simple brin (de |paté positive ou négative) ou double
brin. Plus de 900 virus de plantes sont connusmt iIegroupés dans une quarantaine de
familles. Une vaste majorité des phytovirus renfenm génome constitué d’ARN simple
brin de polarité positive. Parmi ceux-ci, on retreule virus des nervures jaunes et
nécrotiques de la betterave Beet necrotic yellow vein virulBNYVV) qui est I'agent
responsable de la rhizomanie de la betterave secrie@ BNYVV avait été considérée
initialement comme membre possible du gefi@amovirusen raison de la forme
hélicoidale des particules virales [pour revue v(dioenig, 2008)]. L'existence de
plusieurs ARN génomiques et sa transmission pamplgnon ont ensuite placé le
BNYVV parmi les Furovirus Ces Furovirus ont ensuite été reclassés dangedeses
Furovirus, Pomovirus Pecluviruset Benyvirus(Torrance and Mayo, 1997; Shirako al,
2000; Fauqueet al, 2005) Le genreBenyvirusrenferme des virus a génome segmenté : le
BNYVV, le membre type du genre, Beet soil borne mosaic virusu BSBMV (Fauquet

et al, 2005) et leRice stripe necrosis viruRRSNV, qui est classé comme une espece
provisoire dans ce genselite aux études moléculaires effectuées par LoaaddVorales
(Lozano and Morales, 2009). En effet, ces étudgtogbnétiques révelent I'existence de
fortes conservations de séquences entre les régdicdrales et protéines de mouvement de
BNYVV, BSBMV et RSNV. L'organisation des ARN génamuies les plus grands est
identique pour ces trois especes. Cependant, BNMVV renferme quatre a cinq ARN
[voir Figure 2 de la revue (Hleibiet al, 2007), annexée a cette introduction], le BSBMV
posséde quatre ARN génomiques et le RSNV n’en dessée deux.

L’'une des particularités unique du BNYVV est de ymiu se comporter comme un virus
bipartite ou seuls les ARN1 et 2 sont suffisantsrptévelopper une infection sur feuilles
inoculées mécaniquement et comme un virus tétrapentapartite lors de linfection

naturelle de la betterave. Ceci permet d'utiliger petits ARN génomiques comme outils
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moléculaires (Gilmert al, 1993), comme des vecteurs d’expression (Schmétlial,
2005) ou de complémentation fonctionnelle (Laule¢ral, 1998b). Les principales
caractéristiques de la rhizomanie de la betteraveriese et du BNYVV ont été
synthétisées dans la revue ci-dessous et cell®@®@ @nexée dans cette théese (Pedtier
al., 2008). Depuis 2008, de nouvelles données sopbuiikles et seront présentées a la
suite de la revue « Etiologie de la rhizomanie albdtterave sucriére », Virologie, 2007,
11 (6), 209-421 (page suivante).
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I. Article de revue « Etiologie de la rhizomanie de la betterave

sucriere »

K. Hleibieh C. Peltier, E. Klein, A. Schirmer, L. Schmidlih, Covelli, C. Ratti, A.
Legréve, C. Bragard, D. Gilmer

Virologie, 2007,11 (6), 209-421.
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Résumé. Le virus des nervures jaunes et nécrotiques de la betterave est 1’agent
responsable de la rhizomanie de la betterave sucriere. La prolifération anarchi-
que du chevelu racinaire est caractéristique de I'infection qui entraine de lourdes
pertes de rendement en sucre. L’utilisation de plantes tolérantes a la maladie
maintient des rendements en sucre élevés mais conduit a la persistance de la
charge virale dans le vecteur tellurique, Polymyxa betae, permettant ainsi
I’apparition d’isolats contournant les résistances utilisées. La pathogenese virale
est entre autres liée a I’expression de la protéine non structurale p25, exprimée
par I’'un des ARN génomiques « accessoires » du virus. Le contournement des
résistances utilisées au champ semble lié a des variations de séquence de la
protéine p25. Dans cette revue, la biologie moléculaire du BNYVYV, de son
vecteur et les moyens de lutte contre la rhizomanie seront abordés.

Mots clés : benyvirus, rthizomanie, Polymyxa betae, pathogénicité virale

Abstract. Beet necrotic yellow vein virus is responsible for sugar beet rhizoma-
nia. Root proliferation is characteristic of the viral infection and lead to sugar
losses. Pathogenicity is particularly linked to the expression of RNA-3-encoded
p25. The extensive use of viral tolerant crops allows maintenance of sugar yields
but also permits viruliferous vector to be maintained and therefore the appear-
ance of resistance breaking isolates. The resistance breaking isolates present
some amino acid variations within the p25 protein sequence, a key determinant
in BNYVV pathogenicity. Here, we will review the molecular biology of
BNYVYV, of its vector and the antiviral strategies that may be used against
rhizomania.

Key words: benyvirus, thizomania, Polymyxa betae, viral pathogenicity

La rhizomanie est I'une des maladies les plus dommagea-
bles de la betterave sucriere. Elle provoque une baisse de la
teneur en sucre de 1’ordre de 10 a 20 %, mais surtout de
lourdes pertes de rendement lors de la purification du sac-
charose, pertes pouvant atteindre 50 %, voire 70 % dans les
cas de pathologies séveres [1]. La maladie, qui a été décrite
pour la premiere fois en Italie [2], est maintenant présente
dans toutes les régions de culture betteraviere, c’est-a-dire
dans le monde entier. En 1973, Tamada et Baba [3] ont
démontré que cette pathologie était provoquée par un phy-
tovirus, le virus des nervures jaunes et nécrotiques de la
betterave (Beet necrotic yellow vein virus [BNYVV]),
actuellement classé dans le genre Benyvirus. Ce virus est

Tirés a part : D. Gilmer

Virologie, Vol. 11, n° 6, novembre-décembre 2007

transmis par le protozoaire du sol Polymyxa betae Keskin,
un vecteur longtemps considéré comme un champignon
tellurique. Parasite obligatoire des radicelles, P. betae viru-
lifere est capable de sporuler et de résister ainsi pendant de
nombreuses années dans les sols infestés [4]. L’extréme
résistance des spores explique la persistance de la rhizoma-
nie dans les sols. La sélection variétale de betteraves tolé-
rantes permet de maintenir des rendements en sucre accep-
tables. Cependant, I'utilisation de telles variétés assure le
maintien du vecteur virulifere dans les sols infestés et
applique une forte pression de sélection lors de I’infection
virale, conduisant a I’émergence d’isolats contournant la ou
les résistances utilisées. Les isolats émergents présentent
des variations de séquence dans I’ARN3, en particulier au
niveau de la phase codante pour la protéine p25, un facteur
de pathogénicité du BNY VYV directement responsable de la

409

15



revue

prolifération racinaire [5]. Les études moléculaires actuel-
lement menées sur la rhizomanie visent a comprendre les
mécanismes moléculaires de la mise en place d’une telle
prolifération racinaire en étudiant en détail la protéine p25.
De telles études devraient permettre, a terme, la mise en
ceuvre de moyens de lutte efficaces.

La rhizomanie

Symptémes

La rhizomanie (rhizo : racine ; mania : démence) réfere a
des symptomes principalement racinaires. Les betteraves
infectées présentent un nanisme général plus ou moins
prononcé, qui se traduit par une réduction significative de la
taille du pivot qui se nécrose fortement (figure 1A). L infec-
tion a la base du pivot induit une prolifération anarchique
des racines latérales (figure 1A) qui deviennent friables,
nécrosées, et de couleur caractéristique poivre et sel. Cette
différentiation racinaire anormale conduit a un étrangle-
ment du pivot, qui donne a la betterave une forme de verre
a pied. Les dommages causés aux racines provoquent un
déficit hydrique des parties aériennes de la plante, ce qui
conduit a un flétrissement important des feuilles aux heures
chaudes de la journée (figure 1B). Parfois, des symptomes
foliaires apparaissent et sont caractérisés par un jaunisse-
ment, puis ’apparition de nécroses le long des nervures des
feuilles (figure 1C). Ce sont ces symptomes foliaires qui
sont a l'origine de I’appellation du virus des nervures
jaunes et nécrotiques de la betterave.

Caracteéristiques histologiques
et biochimiques des betteraves rhizomaniées

Des coupes histologiques effectuées sur des pivots de plan-
tes infectées laissent penser que la nécrose des racines
latérales au niveau de leur point d’origine induit la « repro-
grammation » des cellules du péricycle en cellules méristé-
matiques, donnant naissance a de nouvelles racines [6]. Le
virus pourrait &tre responsable d’une modulation de 1’ex-
pression d’un certain nombre de genes cellulaires condui-
sant a cette reprogrammation. Ainsi, la prolifération
racinaire anormale devient favorable d’une part a I’ampli-
fication du virus, et d’autre part a sa transmission par
P. betae. En effet, c’est au niveau de ces radicelles que le
vecteur parasite la plante, qu’il peut acquérir et relarguer le
virus.

L’auxine joue un role prépondérant dans le développement
des plantes, et particulierement dans la formation et la
croissance racinaire. Les dosages effectués sur des bettera-
ves sensibles et tolérantes, saines et infectées ont révélé des
taux trois fois plus élevés d’auxine dans les plantes infec-
tées que dans les plantes saines [7]. De plus, les plantes
tolérantes contiennent moins d’auxine que les plantes sen-
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Figure 1. Caractéristiques symptomatologiques de la rhizomanie
de la betterave sucriere : A) Symptdmes racinaires caractéristi-
ques de la rhizomanie : les pivots de plantes infectées (I) sont plus
courts, en forme de verre a pied; ils possédent un chevelu
racinaire anormalement développé comparé au pivot de plante
saine (S). Les pivots de plantes infectées sont nécrosés. B) Aux
heures chaudes de la journée, le déficit hydrique provoqué par la
maladie provoque le flétrissement des plantes. C) Les symptomes
foliaires sont assez rares et correspondent a I'infection généralisée
de la plante. Le jaunissement des nervures et I'apparition de
Iésions chlorotiques jaunes sont le résultat de I'expression de la
protéine p25 codée par '’ARN3. Photos A et B : Inra Colmar ; photo
C : Institut technique de la betterave, Paris.

sibles. Il reste a déterminer si ces variations hormonales
sont la cause ou la conséquence du désordre cellulaire
induit par la virose.

Virologie, Vol. 11, n° 6, novembre-décembre 2007

16



revue

Résistances génétiques utilisées
pour lutter contre la rhizomanie

L’un des enjeux majeurs des professionnels est de mainte-
nir les rendements de production en sucre suffisament éle-
vés. Pour cela, la culture de variétés qui ne développent pas
ou peu de symptomes de rhizomanie remplace celle de
variétés sensibles. Les premicres lignées présentant des
résistances partielles a la rhizomanie sont issues de 1’hy-
bride diploide Rizor [1]. Depuis, plusieurs sources de résis-
tance provenant de betteraves sauvages ont été découvertes
(Rzl a Rz4) (tableau 1). La premiere source de résistance
décrite en 1983 et appelée Holly [8] posséde un gene de
résistance dominant appelé Rz puis renommé Rz/ [9]. Cette
variété Holly, qui présente 1’avantage de ne pas développer
les symptomes de rhizomanie et qui renferme des concen-
trations élevées en virus [10], est actuellement tres utilisée
pour développer de nouvelles lignées tolérantes et plus
performantes au champ.

D’autres sources de résistance ont été décrites, comme
WB42 et WB41 issues de Beta vulgaris ssp. maritima (L.)
Arcang [8]. Les geénes majeurs de résistance présents chez
WB42 et WB41 ont été nommés respectivement Rz2 et Rz3.
Des tests de résistance au BNYVV effectués en serre et en
conditions séveres d’infection ont révélé que le géne Rz2
confere une meilleure résistance que le gene Rz/ et que
leurs origines seraient génétiquement distinctes [9]. Ces
genes sont présents sur le chromosome III & une distance
comprise entre 20 [9] et 35 cM [11]. Le gene Rz3 a égale-
ment été localisé sur le chromosome III a environ 5 centi-
morgans (cM) de Rz/ [12]. Dans cette étude, Gidner et al.
(2005) [12] émettent I’hypothese que Rz2 et Rz3 sont iden-
tiques. Récemment, I’utilisation de la lignée hybride R36
résistante au BNYVV a permis de trouver un QTL (quan-
titative trait locus) baptisé Rz4 conférant une résistance
partielle au BNYVYV [13]. Cette étude a permis également

de développer des marqueurs liés au phénotype permettant
d’identifier plus rapidement de nouvelles sources de résis-
tance a la rhizomanie.

L’utilisation de variétés possédant les génes Rz/ ou Rz2
permet la réduction du titre en virus jusqu’a 6.10" fois, par
comparaison au titre viral présent dans des variétés sensi-
bles. Toutefois, leur utilisation systématique dans des sols
infestés favorise une dérive génétique du virus plus rapide
que celle qui est observée sur des variétés sensibles [14].
Cette dérive permettrait ainsi I’apparition de nouveaux
variants pathogenes (resistance breaking isolates ou RB)
[10].

Une alternative consisterait a utiliser des betteraves trans-
géniques dont certaines ont été caractérisées (fableau 1).
Ces plantes expriment la protéine de capside du BNYVV
[10], ou la protéine de mouvement TGB-p3 mutée [15], ou
encore une structure tige-boucle issue de I’ARNI1 [16].
Elles présentent des niveaux de protection supérieurs a
ceux conférés par les genes Rz. L’ utilisation combinée de la
transgenese et des résistances naturelles permettra peut-
étre d’accéder a des résistances difficilement contournables
tout en gardant des rendements en sucre élevés.

Le virus des nervures jaunes
et nécrotiques de la betterave

Classification

Le virus des nervures jaunes et nécrotiques de la betterave
ou BNYVV (aféodé aux alphavirus-like) est un virus mul-
tipartite a ARN simple brin de polarité positive classé dans
le genre Benyvirus qui comporte également le Beet soil-
borne mosaic virus (BSBMYV), tous deux transmis par
P. betae. Ces deux virus posseédent une gamme d’hdtes
similaire, leurs particules sont en nombre et en morpholo-

Tableau 1. Plantes utilisées ou utilisables au champ pour lutter contre la rhizomanie. Origines et caractéristiques des génes de résistance Rz isolés de betteraves
sauvages et des séquences dérivées du pathogene (transgéne). Les genes Rz sont localisés sur le chromosome IIl. RDP : résistance dérivée du pathogéne ; PTGS :

post transcriptional gene silencing

Variété hybride Origine Geéne de résistance Nature Niveau de résistance
Transgéne

Holly B. vulgaris ssp. vulgaris Rz1 Dominant Bonne & faible selon
(Californie) l'inoculum

WB42 B. vulgaris ssp. maritima Rz2 Dominant Rz2 > Rz1
(Danemark)

WB41 B. vulgaris ssp. maritima Rz3 Partiellement dominant Variable
(Danemark) Allélique a Rz2 ?

R36 B. vulgaris ssp. maritima Rz4 Allélique aRz 1,2 0u 37 Résistance partielle

4D6834 B. vulgaris Protéine de mouvement RDP Excellente

Dominant négatif PTGS ?
G018 B. vulgaris (sensible) Réplicase RDP Excellente
PTGS
- B. vulgaris (sensible) RDP Bonne
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gie identiques, et leurs ARN sont tous polyadénylés a leur
extrémité 3' [17]. Les deux virus présentent la méme orga-
nisation génétique [18], mais le BSBMV n’a été trouvé que
sur le continent Nord-Américain. Ces deux virus sont pour-
tant bien distincts, méme s’ils présentent des identités de
séquences parfois fortes. En conditions d’infections mix-
tes, le BNY VYV s’accumule préférentiellement au détriment
duBSBMYV [17]. Les génes de résistance utilisés pour lutter
contre la rhizomanie sont sans effet sur une infection par le
BSBMV [19].

Gamme d’héte

Le BNYVYV infecte les plantes de la famille des chénopo-
diacées. Sur Beta vulgaris (betterave sucriere), I’infection
est systémique, tout comme sur Beta macrocarpa (bette-
rave sauvage), ou sur Spinacea oleracea (épinard). Au
laboratoire, le virus est également étudié sur d’autres plan-
tes, comme Chenopodium quinoa, ou encore Tetragonia
expansa, qui répondent a I’infection virale par la formation
de lésions locales chlorotiques ou nécrotiques selon le
contenu de I’inoculum. L’utilisation de Nicotiana bentha-
miana est également possible. Sur cette plante, I’infection
par le BNYVYV est systémique.

Structure

Les particules purifiées de BNYVV apparaissent sous
forme de batonnets (figure 2). Ces nucléocapsides posse-
dent une symétrie hélicoidale de diametre constant de
20 nm et de longueur variable de 390, 265, 105, 89 et 80 nm
selon le type d” ARN encapsidé [20, 21]. Les hélices, qui ont
un pas a droite de 2,6 nm, sont formées de 49 sous-unités de
protéines de capside par répétition axiale de 4 tours, chaque
sous-unité protéique interagissant avec 4 bases de I’ARN
[22]. La protéine mineure de capside obtenue par translec-
ture du codon ambre du gene CP, est retrouvée a I’une des
extrémités des particules virales et participe a la morpho-

Figure 2. Particules virales de BNYVV purifiées visualisées en

microscopie électronique aprés ombrage. Barre d’échelle:

100 nm. Photo : Inra Colmar.
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genese virale [23, 24], mais également a la transmission du
virus par P. betae [25].

Organisation génétique

Le BNYVYV possede un génome segmenté composé, selon
les isolats, de 4 ou 5 ARN de polarité positive [26], coiffés
en 5’ (Cap, m’GpppG) et polyadénylés en 3. La détermi-
nation des séquences nucléotidiques des ARN viraux, puis
I’obtention des clones ADNc infectieux des cing ARN
viraux [27, 28] ont permis d’étudier la fonction des genes
viraux et d’établir ’organisation génomique representée
sur la figure 3.

Les ARN génomiques les plus grands (ARN1 et 2) suffisent
pour produire une infection locale apres inoculation méca-
nique de feuilles. Ces ARN expriment les protéines essen-
tielles pour la réplication (ARN1), I’encapsidation, le mou-
vement de cellule a cellule et la suppression du RNA
silencing (ARN2). De ce fait, dans les feuilles, les petits
ARN sont accessoires, ils peuvent subir des troncatures ou
disparaitre [29]. Au champ, I’expression de ces petits ARN
est cependant essentielle. L’ ARN3 permet la multiplication
virale dans les pivots des plantes infectées et son expression
influence les symptdmes [21, 30]. L’expression de I’ARN4
favorise la transmission du virus par le vecteur [31]. Ainsi,
le BNYVYV présente la caractéristique unique de pouvoir se
comporter comme un virus bipartite sur feuilles inoculées
mécaniquement et comme un virus tétra- ou pentapartite
lors de I’infection naturelle. Une telle propriété a été€ mise a
profit pour produire des vecteurs d’expression dérivés des
ARN3 et 5 [32]. Ces vecteurs d’expression sont usuelle-
ment appelés réplicons.

Fonctions des ARN et des protéines virales

L’ARNI, long de 6 746 nucléotides, comporte une seule
ORF (open reading frame ou cadre ouvert de lecture). Il
dirige la syntheése d’une polyprotéine de 237 kDa [33].
Cette protéine renferme les séquences consensus caracté-
ristiques des domaines fonctionnels MTR (méthyl-
transférase), HEL (hélicase), PRO (protéase de type pa-
paine) et POL (polymérase). Apres clivage autocatalytique
entre les domaines PRO et POL, deux polypeptides sont
libérés. Le premier de 150 kDa renferme les domaines
MTR, HEL et PRO. Le second, de 66 kDa, possede le
domaine POL [34]. Si I’ensemble de ces fonctions est
essentiel a la réplication virale, la stoechiométrie de ces
protéines virales au sein du complexe de réplication n’est
pas connue (figure 3).

L’ARN?2 (4 612 nts) est multicistronique et code pour six
protéines.

L’ORF I code pour la protéine majeure de capside de
21 kDa appelée CP, séparée de la seconde ORF par un
codon stop (ambre). Cette seconde ORF est présente dans la
méme phase de lecture. Ainsi, environ 10 % des événe-
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Figure 3. Représentation schématique de I'organisation génomique du BNYVV. La taille des différents ARN est précisée sous leur nom.
La sphere noire représente la coiffe et A, correspond a la séquence polyadénylée. Les rectangles représentent les cadres ouverts de
lecture. La fleche représente I'événement de clivage en cis de la polyprotéine p237 libérant les protéines p150 et p66. L’étoile correspond
a la suppression du codon ambre de la protéine CP conduisant au mécanisme de translecture et a la synthése de la protéine mineure de
capside p75. MTR : domaine méthyltransférase ; HEL : hélicase ; PRO : protéase ; POL : polymérase.

ments de traduction de la protéine CP subissent un méca-
nisme de suppression du codon stop, qui conduit a la
synthése d’une protéine de fusion de 75 kDa appelée
CP-RT (coat protein readthrough) ou plus simplement p75
[35]. Cette protéine CP-RT constitue la protéine mineure de
capside retrouvée au niveau des particules virales [24]. Elle
intervient dans la transmission du virus par P. betae grace a
un motif KTER situé dans le domaine de translecture [25].
Récemment, 1’analyse de la localisation subcellulaire des
particules virales, puis de constructions fusionnelles entre
la protéine mineure de capside et la protéine autofluores-
cente GFP [36] a révélé la présence transitoire des particu-
les virales a la périphérie de la membrane externe des
mitochondries. Ces études permettent de supposer que
I’assemblage des virions pourrait avoir lieu autour des
mitochondries en faisant intervenir la protéine mineure de
capside. Les genes III, IV et V sont partiellement chevau-
chants. Les trois ORF constituent le TGB (triple gene
block) également retrouvé chez les Pomo-, Peclu-, Potex-,
Carla- et les Hordeivirus [37]. Ces trois ORF codent res-
pectivement pour les protéines TGB-pl de 42kDa (p42),
TGB-p2 de 13 kDa (p13) et TGB-p3 de 15 kDa (p15). Ces
trois protéines sont nécessaires au mouvement des ARN
viraux de cellule a cellule [38]. La protéine TGB-pl est
exprimée a partir de I’ARN subgénomique 2sub-a, et les
protéines TGB-p2 et TGB-p3 a partir de I’ARN subgéno-
mique 2sub-b [38]. L utilisation de vecteurs viraux expri-
mant la protéine TGB-pl fusionnée a la GFP a permis de
localiser la protéine GFP:TGB-pl au niveau des plasmo-
desmes uniquement si les protéines TGB-p2 et -p3 étaient
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présentes [39]. Récemment, I’'immunolocalisation par mi-
croscopie électronique de protéines étiquetées a démontré
la localisation aux plasmodesmes des trois protéines de
mouvement. Cet adressage particulier nécessite 1’expres-
sion des trois protéines puisque aucune protéine exprimée
individuellement n’y est adressée [40]. L’ORF VI code
pour une protéine de 14 kDa, appelée p14, exprimée a partir
de I’ ARN subgénomique 2sub-c. La protéine p14 intervient
dans la régulation de la réplication virale [38] par la stimu-
lation de I’accumulation de la protéine de capside [41] et la
suppression du RNA silencing [42].

L’ARN3 (1 773 nts) est impliqué dans 1’apparition des
symptomes foliaires observés sur plantes hotes [21, 30]. 11
est nécessaire au mouvement a longue distance du virus
[43] et est essentiel a I’apparition des symptomes de rhizo-
manie sur B. vulgaris [21, 44]. L’ARN3 code potentielle-
ment pour trois protéines. La premie¢re ORF code pour une
protéine de 25 kDa, appelée p25, responsable de la sévérité
des symptdmes foliaires [30] et racinaires [5].

p25

Cette protéine de 220 acides aminés ne possede aucune
homologie de séquence avec des protéines connues, mis a
part la séquence Fx;FRGPGNXx,L retrouvée sur la protéine
p26 codée par I’ARNS du BNYVYV (figure 4). La protéine
p25 a été localisée dans le noyau et le cytoplasme de
cellules infectées [45]. Son adressage nucléaire a pu étre
élucidé grace a la caractérisation d’une séquence d’import
nucléaire (NLS) classique (s, KRIRFRy,), localisée dans le
domaine N-terminal basique de la protéine [46]. Une
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Figure 4. Caractéristiques de la protéine p25 codée par 'TARN3 de BNYVV : A) Représentation schématique de la protéine p25 et de ses
domaines fonctionnels connus. La protéine est constituée d’'un domaine N-terminal basique renfermant une séquence NLS, (séquence de
localisation nucléaire), la région hypervariable (tetrad) et un domaine en doigt a zinc (Zn finger) ; le domaine C-terminal acide renferme
le domaine d’activation de la transcription et la séquence d’export nucléaire (NES). B) Expression transitoire et localisations subcellulaires
de protéines p25 sauvage ou tronquées en cellules de tabac BY-2. La protéine p25 fusionnée a la protéine autofluorescente GFP
(GFP-p25) se localise dans le noyau et le cytoplasme des cellules transfectées. La délétion de la séquence NLS (GFP-p25ANLS)
empéche I'accumulation nucléaire de la protéine de fusion alors que la délétion du domaine C-terminal contenant la séquence d’export

permet I'accumulation de la protéine de fusion dans le nucléoplasme des cellules (GFP-p25ACt). Barre : 10 um.

séquence d’export nucléaire (NES) non conventionnelle
(1oVYMVCLVNTV, ;) a pu étre également identifiée
dans le domaine C-terminal de la protéine. Ces deux sé-
quences permettraient a la protéine p25 d’effectuer une
navette nucléo-cytoplasmique dépendante de 1’importine
alpha et de D’exportine 1 [46]. Ce transport nucléo-
cytoplasmique est indépendant de 1’expression d’autres
protéines virales [46]. Enfin, les symptdmes foliaires obser-
vés sur C. quinoa ont pu étre partiellement corrélés avec la
localisation subcellulaire de p25, suggérant que 1’activité
de la protéine pourrait étre régulée par sa localisation sub-
cellulaire [46]. Si la fonction exacte de la protéine p25 n’est
pas encore connue, elle possede néanmoins de nombreuses
caractéristiques communes aux facteurs de transcription
(localisation nucléaire, domaine en doigt a zinc, domaine
acide). Dans la levure, son expression fusionnelle au do-
maine de fixation a I’ADN de Gal4 ou a la protéine LexA
entraine une auto-activation de la transcription de genes
rapporteurs [47]. Le domaine de la protéine p25 qui est
responsable de cette activation de la transcription a pu étre
localisé entre les résidus 103 et 146 de la protéine [47].
La protéine p25 est capable de multimériser. L interaction
entre protéines p25 requiert I’intégrité de la protéine et a pu
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étre corrélée a I’apparition de 1ésions chlorotiques jaunes
sur plante hote [47]. L’ immunodétection de la protéine p25
sous forme d’un doublet [35] suggere la présence de modi-
fications post-traductionnelles [47].

L’expression ectopique de la protéine p25 dans la plante
modele Arabidopsis thaliana a été réalisée. La transgenese
de plantes par une protéine virale constitue un outil perfor-
mant pour identifier, entre autres par microarray, les genes
dérégulés lors de I’expression de la protéine et corréler les
données obtenues a celles qui sont décrites pour d’autres
modeles viraux [48]. Plusieurs lignées homozygotes expri-
mant la protéine p25 ont été obtenues (plantes p25™). Dans
ces plantes, la protéine p25 est retrouvée dans le noyau et le
cytoplasme des cellules foliaires et racinaires. Les plantules
obtenues se distinguent des plantes sauvages par un sys-
téme racinaire plus développé. Plusieurs résultats sugge-
rent que 1’auxine interviendrait en partie dans ce phénotype
racinaire : 1) les plantules sont plus sensibles a 1’apport
exogene d’un analogue stable de cette hormone ; 2) le géne
rapporteur GFP placé sous le contréle d’un promoteur
auxine-dépendant est fortement exprimé dans les plantes
transgéniques p25* [49].
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Autres protéines potentiellement exprimées
par ’ARN3

L’ARN3 de BNYVYV possede deux ORF supplémentaires.
Une telle organisation est retrouvée sur I’ARN3 du BS-
BMYV. La seconde ORF (ou géne N) code pour une protéine
de 6,8 kDanommée p6,8. Cette protéine n’est exprimée que
par des formes tronquées de I’ARN3 [30]. Sur ces ARN
plus courts, I’ORF se trouve rapprochée de I’extrémité 5°
proximale ou alors fusionnée a I’ORF de p25. Dans de
telles situations, des nécroses apparaissent sur 7. expansa et
C. quinoa, et sont liées a I’expression de cette protéine [30].
Toutefois, son expression n’a jamais été mise en évidence
lors d’infections naturelles, ce qui laisse penser que la
séquence du géne N pourrait constituer une ORF cryptique.
La troisieme ORF code potentiellement pour une protéine de
4,6 kDa (p4,6) qui pourrait étre produite par I’ARN sub-
génomique (ARN3sub) colinéaire aux 550 derniers nucléo-
tides de I’ARNS3 [50]. Sa fonction demeure inconnue.

Un ARN particulier

Si ’ARN3 a servi a la caractérisation des éléments cis
impliqués dans sa réplication, son encapsidation et la déter-
mination des structures 5’ et 3’ UTR en solution [51-55], il
possede une fonction qui est indépendante de ses propriétés
messageres. En effet, chez B. macrocarpa, la présence
d’ARN3 est nécessaire pour que le virus puisse envahir la
plante entiere, ou en d’autres termes pour qu’il effectue un
mouvement systémique. La séquence de I’ ARN3 responsa-
ble de ce mouvement systémique a pu étre localisée entre
les nucléotides 1033 et 1257 [43]. Si le mécanisme d’action
moléculaire de cette séquence d’ ARN sur le mouvement du
virus dans la plante n’est pas encore connu, I’interférence
par I’ARN pourrait constituter une piste prometteuse.
L’ARN4 (1467 nts) code pour une protéine de 31 kDa
(p31), essentielle pour la transmission du virus par le vec-
teur P. betae [31, 56]. Cette protéine, encore peu caractéri-
sée sur le plan biologique, pourrait constituer un facteur
assistant de la transmission. Celui-ci agirait en synergie
avec la protéine mineure de capside p75. L expression de la
protéine p31 influence également les symptomes foliaires
sur plantes hotes et la protéine p31 vient d’étre décrite
comme un suppresseur de RNA silencing spécifique des
tissus racinaires [56].

L’ARNS (1 350 nts) contient une seule ORF qui code pour
une protéine de 26 kDa appelée p26. Cet ARN est présent
chez certains isolats viraux qui provoquent des symptomes
tres séveres de rhizomanie et ont une forte incidence sur les
rendements en sucre [57]. L’obtention du clone complet
d’ADNc infectieux a permis d’étudier I'influence de
I’ ARNS sur le pouvoir pathogéne du virus [28, 32]. L’ex-
pression de la protéine p26 induit 1’apparition de sympto-
mes nécrotiques sur feuilles de C. quinoa. Cette protéine,
comme la protéine p25, se localise dans le noyau et le
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cytoplasme des cellules et elle active fortement la transcrip-
tion en systeme simple hybride chez la levure [28].

Variabilité moléculaire virale

Les virus, en particulier les virus a ARN, sont sujets & un
tres fort taux de variation génétique et présentent un fort
potentiel pour s’adapter aux modifications environnemen-
tales [58]. Ils préservent leur robustesse génétique et
conservent leur potentiel infectieux malgré la présence de
mutations dans leur génome [59]. Trois, voire quatre, iso-
lats de BNY VYV, sérologiquement identiques, dénommés A,
B et P ou J ont été identifiés [60, 61]. Ces différents isolats
de BNYVV sont retrouvés dans des régions géographiques
bien spécifiques. L’isolat A est retrouvé dans 1I’ensemble
des pays européens, en Iran, aux Etats-Unis, en Chine et au
Japon, et I’isolat B est détecté plus particulierement en
France et en Allemagne, mais aussi en Suisse, en Suede, en
Chine et au Japon [62-65]. Les isolats viraux qui possédent
un cinquieme ARN ont été initialement identifiés au Japon
[21, 66], puis en France [67], en Chine [68], au Kazakhstan
[69] et en Angleterre [70].

La distinction des isolats de type A ou B est possible grace
aux changements des amino-acides en position 62, 103 et
172 (tableau 2). L’ étude de la variabilité de séquence de la
protéine p25 permet aussi de préciser la phylogénie des
isolats viraux [71]. La caractérisation de séquences de
protéines p25 d’isolats mondiaux a révélé I’existence d’une
tres forte variabilité de séquence des codons 67 a 70 (ta-
bleau 2) [71]. Cette région hypervariable a ét¢ nommée
tetrad. Récemment, de nouvelles séquences tetrad ont été
décrites [72] [A. Schirmer, non publié]. L’analyse des
contraintes de sélection de p25 a révélé que la séquence te-
trad et I’amino-acide 198 subissaient une forte sélection
positive [71] comparable a celle décrite pour des virus
animaux contournant le systéme immunitaire [73]. Une
telle sélection positive pourrait s’expliquer par I’adaptation
du BNYVV aux genes de résistance utilisés aux champs
[71]. La présence ou pas de I’ ARNS est également intéres-
sante d’un point de vue évolution et adaptation. Les ARNS
d’isolats européens (isolats de type P) posseédent une courte
délétion dans leur séquence 5’UTR et leur région codante
est quatre codons plus longue que les ARNS asiatiques
(isolats de type J). De plus, huit résidus variables permet-
tent de discriminer les protéines p26 de type P et J (fa-
bleau 2) [62, 69, 71]. Ces différences de composition et de
taille ne semblent pas interférer sur les propriétés biologi-
ques connues de p26 [28] : ces protéines p26P et p26]
induisent les mémes symptdmes foliaires, se localisent
dans le noyau et le cytoplasme et sont capables d’activer la
transcription [28] [D. Gilmer, non publié].

Pathogeénicité
Les dégats provoqués aux racines sont retrouvés de fagon
quasi identique lors de I’infection par les isolats A, B et P ou
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Tableau 2. Caractéristiques des variations de séquence en amino-acides observées au sein des protéines de
capside (CP) et de pathogénicité (p25 et p26) respectivement codées par les ARN2, 3 et 5. A : délétion ; * et **
indiquent la présence d’ARN5 de type P ou J respectivement

CP

Position 62 103 172

Type B S N F

Type A T S L

p25 tetrad

Position 67 68 69 70
Type A A C H G
Type A A F H G/R
Type A A H H G
Type A A L H G
Type A A Y F G
Type B A YH H R
Type A/B A Y H G
Type A A Y P R
Type A A Y R Vv
Type A ST Y H G
Type A v C/L H G
p26

Position 30 69 77 103
Type P N L D G
Type J H F A D

! [72]

142 146 149 174 200  227-229
R F G s A NNN
c H R N s A

*k

C. Bragard, non publié
A. Schirmer, non publié

*k

J; les isolats contenant I’ARNS montrent la plus grande
agressivité, en provoquant des symptdmes tres séveres de
rhizomanie. Les premieres analyses comparatives qui ont
été effectuées ont permis de montrer que les virus a cinq
composants (P et J) s’accumulent dans les racines a des
taux plus élevés et produisent des dommages plus grands
que des isolats a quatre ARN [57]. Cette différence de
pouvoir pathogene est retrouvée sur les plantes hotes a
I’aide d’isolats artificiels [28]. Ces isolats a cing ARN sont
entre autres retrouvés dans les pivots de betteraves dites
résistantes a la maladie, mais la présence de I’ARNS5 n’est
pas toujours suffisante pour expliquer I’augmentation de la
virulence. En effet, sur le continent américain ou I’ARN5
n’ajamais été retrouvé, des isolats de BNYVV contournent
les résistances naturelles des betteraves utilisées [74].
L’analyse moléculaire de tels isolats a une fois encore
révélé la présence systématique de variations au niveau de
la séquence tetrad de la protéine p25 [75, 76] et du résidu
135 [75]. Le remplacement de la séquence tetrad d’un isolat
B par des tetrad d’autres variants (fableau 2) a permis de
démontrer I’influence de cette région hypervariable sur les
symptomes foliaires, la multimérisation et la capacité de la
protéine p25 a activer la transcription en systeme levure
[47]. L’ utilisation d’un isolat modifié uniquement dans la
région hypervariable permettra d’établir si certaines des
séquences tetrad sont effectivement responsables du
contournement des génes de résistance Rz en conditions
naturelles.
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Le vecteur Polymyxa betae

En plus du BNYVYV, trois autres virus sont également
associés au syndrome de la rhizomanie, le Beet soil-borne
mosaic virus (BSBMV), le Beet soil-borne virus (BSBV)
et le Beet virus Q (BVQ) [77]. Ces virus sont tous transmis
a la betterave par I’intermédiaire du vecteur Polymyxa
betae Keskin, un parasite obligatoire qui se développe dans
les cellules épidermiques et corticales des racines. Son aire
de distribution s’étend sur I’ensemble des zones de culture
de la betterave [78]. P. betae appartient aux Plasmodiopho-
ridae, un groupe monophylétique incluant dix genres. I fut
longtemps associé aux champignons inférieurs, mais il est
aujourd’hui classé au sein des protistes [79]. Le spectre
d’hdte de P. betae, longtemps considéré comme restreint,
apparait cependant plus large. Récemment, P. betae a été
détecté par RT-PCR dans les racines de certaines especes de
Brassicaceae, Papaveraceae, Poaceae et Urticaceae.
L’infection de ces especes n’est que faiblement détectée,
mais elle pourrait jouer un role facilitateur de recombinai-
son entre virus ou de maintien de la charge virale dans le
vecteur.

Cycle de P. betae

Les virus transmis par Polymyxa spp. sont intériorisés dans
leur vecteur [80-83]. Le cycle biologique des viroses dé-
pend donc du cycle de vie du vecteur (figure 5). La haute
capacité de survie de P. betae explique I’apparition récur-
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Figure 5. lllustrations du cycle de vie et des différents stades de développement de Polymyxa betae ; A) sporosore = amas de spores de
survie ; B) germination d’'une zoospore primaire ; C) zoospore nageant vers une cellule (D) épidermique ou corticale d’'une racine ;
E) enkystement de la zoospore sur cette cellule et injection du cytoplasme et du noyau de la zoospore a travers la paroi et la membrane
via le stachel ; F) développement d’'un plasmode qui au cours de la phase sporangiale évolue en un zoosporange (G) libérant des
zoospores secondaires (H) capables de réinfecter une nouvelle cellule, ou qui, au cours de la phase sporogéne, évolue en plasmode
sporogeéne (l) conduisant a la formation de sporosores (J). Ces sporosores sont libérés dans le sol lors de la décomposition des tissus

racinaires.

rente des viroses et leur dissémination soit avec le sol
adhérant aux engins et aux produits agricoles, soit via les
eaux de drainage et d’irrigation. Les sporosores (amas de
spores de 5 a 7 um de diametre de paroi tres épaisse et
résistante) peuvent persister dans le sol pendant de nom-
breuses années [84, 85]. En présence de plantes hotes, leur
germination libere des zoospores biflagellées de 4-5 pm
mobiles capables de s’enkyster sur un poil absorbant ou une
cellule épidermique de la racine d’une plante hote. Trois
conditions sont essentielles a I’infection des racines par ce
parasite : 1) la présence d’une plante hote, 2) la présence
d’eau libre dans le sol pour préparer la germination des
sporosores et pour permettre aux zoospores d’accéder aux
racines, et 3) une température suffisamment élevée com-
prise entre 10 et 30 °C avec un optima situé entre 20 et
25 °C selon ’origine des souches [86, 87]. Ainsi, les prin-
temps chauds et humides sont favorables aux infections
précoces, tout comme les sols 1égers sablonneux et bien
drainés car ceux-ci se réchauffent plus rapidement que des
sols lourds et organiques a haute capacité de rétention [87].
Le pH et la teneur en calcium du sol influencent aussi
I’activité du vecteur. La germination des spores et 1’infec-
tion des racines par les zoospores sont affectées par des pH
acides [88]. Elles sont favorisées dans des sols a pH neutre
ou basique, particulierement lorsque les teneurs en calcium
et magnésium sont respectivement supérieures a 350 et
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20 mg/100 g de sol [89]. Un raisonnement du chaulage et
des pratiques régulant le pH et la teneur en calcium du sol
permettraient probablement de mieux gérer la rhizomanie.

Détection du vecteur

L’infection des plantes par P. betae n’est associée a aucun
symptome particulier. La détection de ce parasite dans les
racines a été effectuée jusqu’au début des années 1990 par
I’observation des racines au microscope, apres coloration
au lactophénol bleu coton. C’est selon cette méthode assez
laborieuse que les exigences écologiques du vecteur et les
niveaux de potentiel infectieux dans les sols ont été initia-
lement étudiés en utilisant la technique du nombre le plus
probable (MPN) en cultivant des plantes pieges sur des
dilutions de sols [90]. Des techniques moléculaires (sondes
ADN, PCR, nested PCR, Elisa) ont grandement facilité la
détection rapide de P. betae dans les racines ou méme dans
le sol [91-93]. L’ utilisation de RT-PCR multiplex permet de
révéler en un seul test la présence de P. betae, de BNYVYV,
de BSBV et de BVQ a partir d’un extrait d’ARN de racines
[77].

Interaction virus-vecteur

Les modes d’acquisition et de transmission des virus par les
plasmodiophorides ont été décrits [94]. Ces virus survivent
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al’intérieur des spores sous une forme encore non élucidée.
Cependant, I’accumulation d’ARN et des protéines de
mouvement de Soil-borne wheat mosaic virus (SBWMYV)
témoigne probablement de la présence de complexes ribo-
nucléoprotéiques [95]. Dans le cas du BNYVYV, aussi bien
les sporosores que les plasmodes de P. betae sont marqués
a ’aide d’anticorps dirigés contre la protéine de capside
virale [D. Doucet, UCL, communication personnelle]. Les
protéines structurales et non structurales ont été détectées
dans les spores et les zoospores de P. betae. Ces résultats
suggerent que ce vecteur pourrait également étre un hote du
BNYVV [83]. Lors de leur transmission par I’intermédiaire
des zoospores viruliferes, le virus est présent sous forme de
particules. Pendant de nombreuses années, la transmission
des virus par les plasmodiophorides a été considérée
comme un mécanisme passif qui se produisait lors du
mélange des cytoplasmes de la cellule végétale et du pro-
tozoaire, avant la formation des membranes [82]. Des tra-
vaux récents ont cependant démontré le role particulier de
certaines protéines virales dans le processus de transmis-
sion par le vecteur. Le domaine de translecture de la pro-
téine capsidiale (RT) du BNYVYV joue un role important
dans le processus de transmission puisque des délétions
réalisées au sein de la portion C-terminale de ce domaine
sont corrélées a la perte de transmission du virus. La subs-
titution des quatre acides aminés KTER localisés en posi-
tion 553 a2 556 du domaine RT par le motif ATAR empéche
completement la transmission [25]. Une analyse compara-
tive des génomes viraux transmis par les plasmodiophori-
des, qui n’ont pas la méme organisation génomique, a
permis d’identifier la présence de deux domaines trans-
membranaires complémentaires dans les domaines RT de
la protéine capsidiale des Beny-, Furo- et Pomovirus et
dans les protéines P2 des Bymovirus [96]. La délétion ou la
substitution du second domaine empéche également la
transmission par le vecteur. Le modele moléculaire n’est
pas encore détaillé, mais il est possible que les séquences
des hélices transmembranaires déterminent une structure
particuliere facilitant une invagination de la membrane et le
mouvement des virus a travers la membrane du vecteur
[96]. Si le mécanisme moléculaire de 1’interaction est loin
d’étre totalement élucidé, I’implication de la protéine p31,
codée par I’ARN4 est fortement subodorée. En effet, deux
études indépendantes de la transmission comparative de
virus sauvages ou mutés dans la séquence codant pour la
protéine p31 ont montré une forte diminution de la trans-
mission des mutants de la protéine p31 [56] (Anne Legreve,
communication personnelle). En plus de son rdle dans la
transmission, la protéine p31 agirait également a la fois sur
I’induction de symptdmes chez N. benthamiana et sur la
suppression de RNA silencing dans les racines, ceci sans
affecter I’accumulation des ARN viraux [56].
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Conclusion et perspectives

L’ARN3, et en particulier la protéine p25, semblent cons-
tituer la clé de voite de la mise en place de la rhizomanie.
L’émergence de variants viraux dans lesquels la protéine
p25 est modifiée semble expliquer les contournements des
résistances utilisées aux champs. L’identification des pro-
cessus cellulaires perturbés par I'infection virale, et en
particulier par I’expression de la protéine p25, devrait per-
mettre d’isoler des marqueurs moléculaires pouvant servir
alasélection de nouvelles variétés de betteraves résistantes.
L’émergence de nouvelles populations virales qui contour-
nent les résistances des variétés actuellement cultivées en
champ, pousse les organismes de recherche et les sociétés
betteravieres a développer des résistances dérivées du pa-
thogene pour lutter contre la rhizomanie.

Dans I’attente de ces nouvelles variétés, des moyens pro-
philactiques sont mis en ceuvre pour limiter I’infection. En
effet, la présence de P. betae dans tous les types de sols, les
transports culturaux (betteraves, pommes de terre, navets,
etc.) et la dispersion de terre par le matériel agricole, sont
autant d’éléments qui favorisent le maintien et la dissémi-
nation du virus. La persistance des spores viruliferes du
vecteur dans le sol ne permet en aucun cas de minimiser
I’infection, méme en allongeant le cycle de rotation des
cultures des betteraves avec d’autres plantes. La sévérité de
la maladie dépend directement des conditions extérieures
favorisant ou non la multiplication du vecteur et modulant
les quantités de virus dans le sol. Seul le traitement des sols
infestés par fumigation au bromure de méthyle permettait
de réduire fortement la densité de I’inoculum. Son usage est
progressivement abandonné (protocole de Montréal), en
raison de son role dans la destruction de la couche d’ozone
stratosphérique. Les seules méthodes de lutte reposent dé-
sormais sur la sélection et la culture de nouvelles variétés
tolérantes comportant plusieurs genes de résistance (résis-
tantes au virus et au vecteur), mais surtout sur le dévelop-
pement de la transgenese. Les betteraves OGM sont poten-
tiellement utilisables au champ. En effet, leur récolte
précede la floraison, ce qui limite grandement la dispersion
du transgene. D’un point de vue production sucriere, il faut
préciser que le sucre ne contient aucune trace d’ADN ni de
protéines [97].

Enfin, sile BNYVV est I’agent responsable de la rhizoma-
nie de la betterave sucriere, il est souvent associé a plusieurs
autres phytovirus 2 ARN, transmis aussi par P. betae [98].
Parmi ceux-ci, on trouve un autre Benyvirus, le Beet soil-
borne mosaic virus [78], ainsi que deux Pomovirus, le Beet
soil-borne virus et le Beet virus Q [77]. Récemment, un
autre virus a ARN de la famille des Tombusviridae, trans-
mis par le vecteur tellurique Olpidium brassicae a été décrit
en Chine et aux Etats-Unis : le Beet black scorch virus [99].
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La contribution éventuelle de tels virus dans le syndrome
rhizomanie reste encore a préciser.
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Depuis la publication de cet article de revue, deivelles données ont été rendues
accessibles dans les publications issues de radimedtoire et de celles d’autres équipes
travaillant sur cette maladie.

En ce qui concerne la protéine p25, de nouvelksdties" ont été décrites (Koeragal,
2008; Koeniget al, 2009). L'équipe de Tetsuo Tamada a montré qued&ine p25 est
un facteur de pathogenicité et le produit d’'un gé&aeirulence (Chibat al, 2008) dont la
variabilité moléculaire expliquerait I'apparition’igblats capables de contourner les
résistances naturelles (Acosta-Leélal, 2010a; Acosta-Leatt al, 2010b). Les résultats
de transgénése cités dans la revue ont pu étrelé@mpar I'analyse du transcriptome
d’'Arabidopsis thalianaexprimant la protéine p25 et des dosages d’hormeggétales.
Ainsi, Claire Peltier a pu montrer que I'expressaamstitutive de la protéine p25 induisait
des branchements racinaires anormékigure 1), une augmentation de la teneur en
auxine dans la plante et une diminution du jasneo(fReltieret al, 2010).

Figure 1: Arabidopsis thaliana sauvage (WT) ou exprimant la protéine p25 du
BNYVV (p25). Les plantes p25 présentent des branchements irasinappelant ceux des
betteraves rhizomanies (Peltedral, 2010).

Si la fonction exacte de la protéine p25 n’estdatg pas connue, elle possede néanmoins
de trées nombreuses caractéristiques communes eieufs de transcription. L'utilisation
des systemes double et simple hybride de levuegraip de montrer respectivement que la
protéine p25 fusionnée au domaine de liaison a NA@® GAL4 ou de la protéine LexA

est capable de multimériser et d’activer faiblemantranscription grace a son domaine
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C-teminal acideg(Figure 2) (Klein et al, 2007). Une telle propriété est retrouvée entre

autres dans le cas de I'activateur de transcripid@ (Xie et al, 2000).
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Figure 2: Visualisation des capacités de dimérisation et d&eation de la
transcription de la protéine p25.(A) représente le test en systeme double hybrids. L
levures diploides sélectionnées sur milieu dépowvuryptophane, leucine et histidine
(SD-WLH) permettent de visualiser I'activation @ettanscription du géne rapporteur His3
qui rend les levures prototrophes vis-a-vis destilline. La croissance sur milieu SD-
WLH témoigne de I'existence d’interactions entre peotéines de fusion GAL4BD-p25 et
GAL4AD-p25. (B) le test simple hybride illustre t&vation de la transcription du gene
rapporteur His3 par la croissance de levure exprinta p25 fusionnée a la protéine
GAL4BD mais pas en présence de la protéine GAL48Des(GAL4ABD-Q).

Nous avons constaté que la séquence nucléotidigpelée "core", comprise entre les
résidus 1033-1257 de 'ARN3, est responsable duverment systémique du BNYVV sur
Beta macrocarpgLauberet al, 1998a). Lors de I'étude du BSBMV et de I'obtentide
clones complets infectieux de I’ARN3, nous avonscpustater que 'ARN3 de BSBMV
est répliqué et encapsidé par le BNYVV. De manighes intéressante, cet ARN est
capable d’assurer le mouvement a longue distanse AdRN1 et 2 du BNYVV sur
B. macrocarpa(Ratti et al, 2009). Ceci a conduit a lidentification d'uneqgsénce
conservée de 20 nts que nous avons appelée "cdrégboiremin fait partie de la séquence
core décrite par Lauber mais aussi de la séquemraofrice de I'ARN subgénomique 3
(Balmori et al, 1993). Curieusement, cette seéquence est retrosuée’ARN5 du
BNYVV, 'ARN4 du BSBMV mais aussi sur les ARN subg#niques de virus du genre
Cucumovirus Au laboratoire, les travaux de Claire Peltiernrpubliés) ont montré que
’ARN3sub n’est pas un ARN subgénomigue mais c@aad a un produit de clivage de
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'ARN3 qui renferme la séquence coremin de 20 ntsoa extrémité. Des mutations
introduites dans cette petite séquence conduisental@sence d’accumulation de
'ARN3sub, a l'inhibition du mouvement systémique dirus et a une réduction de
I'expression de la protéine p25 dans les tissusctgés sans affecter I'accumulation de
'ARN parental génomique (Claire Peltiet al., en rédaction). En participant a ce travail,
jai recherché des protéines virales de BNYVV cdpsitd’interagir avec la séquence
"coremin”. J'ai pu ainsi identifier une interactiemtre cette séquence et la protéine pl4,
codée par I'ARN2 du BNYVV, qui rappelons-le, estpetite protéine riche en cystéine

possédant un doigt a zinc et agissant comme sigganede RNA silencing.

II.  Enjeux de mon travail de these

Lors de mon arrivée au laboratoire, je me suisr@s@® a la protéine p25 et plus
particulierement aux modifications post traductielfes pouvant expliquer sa présence
sous forme d'un doublet visualisé apres séparat@eactrophorétique. Plusieurs
expériences nous suggerent que la protéine p25 wokiou plusieurs modifications post
traductionnelles. En effet, la protéine est immapbarée sur colonne d’affinité en
utilisant des anticorps dirigés contre les phosetinoes et phosphothréonines; son
immunodétection aprés séparation sur un gel bi wosoenel révéle la présence de
plusieurs spots correspondant a des protéinedekpbints isoélectriques (pig different
gue de la charge d’'un groupement phosphatehapitre | de ce mémoire de thése sera
consacré a la caractérisation des résidus phodpbhopar mutagenése dirigée et par
spectrométrie de masse. Nous avons ainsi rechématiélence des mutations introduites
dans les sites potentiels de phosphorylation suadtivités connues de la protéine p25. En
effet, de nombreuses protéines sont régulées pas deecanismes de
phosphorylation/déphosphorylation (Fu@tsal, 2000; Pawson and Scott, 2005). Ainsi, Si
l'activité de la protéine p25 en contexte viral edépendante de son état de
phosphorylation, il est envisageable qu'un mutaon phosphorylable ou mimant une
phosphorylation constitutive puisse ne plus étrecfionnel et entrer en compétition avec
la protéine sauvage. Un tel mutant porte le normmd&ant dominant négatif et pourrait étre
utilisé en lutte antivirale.

La petite taille et les capacités de codage limitde la plupart des génomes de virus de

plante impliquent que les virus sont dépendantgrd&ines exprimées par la plante héte.
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Les interactions protéine-protéine sont critiquesirpla grande majorité des processus
biologiques et jouent des rbles centraux pendardytde viral ; par exemple, dans la
formation de complexes de réplication viraux, l&mblage de virions, le mouvement viral
entre cellules ou encore la transmission par leteues. Pour comprendre le role de la
protéine p25, nous avons entrepris de recherclepdatenaires cellulaires et viraux
capables d’interagir avec cette protéine de BNY\Déux approches ont été utilisées et
sont décrites dans kghapitre II. D’'une part, le criblage par systeme double hybdé
levure d'une banque d’ADNc de betteraves et, d&aupart, lidentification par
spectrométrie de masse des protéines co-immunpéas avec la protéine p25 exprimée
en contexte viral. Lors de la premiere approcherildage de banque réalisé par I'équipe
du prof. M. Varrelmann (Géttingen, Allemagne) aévplusieurs candidats (Thiel and
Varrelmann, 2009). Nous avons choisi une protéaraliclate F-box a domaine Kelch qui
montre une forte interaction, pour confirmer lirgtetion et entreprendre la recherche de sa
fonction.

Lors de I'approche d'immunoprécipitation de la gioe p25, nous avons pu identifier par
spectrométrie de masse (MS-MS) un partenaire g@dh p25, la protéine pl4 suppresseur
de PTGS, codée par 'TARN2 du BNYVV. L’'absence cirsction en systeme double
hybride entre la p25 et la protéine pl4 suggérairgprautre protéine et/ou un ARN
pourraient intervenir dans la formation du complekea particularité fonctionnelle de
'’ARN3 et plus précisément celle de la séquenceeroor nous a conduits a suspecter
l'intervention d’'une protéine virale dans la staation de I'ARN3 et/ou dans le
mouvement a longue distance. Grace a une apprackgseeme triple hybride de levure,
j’ai montré ainsi que la protéine p14 interagissaicifiguement avec la séquence coremin
de I'ARN3. J’ai donc continué la caractérisationla@rotéine pl4 et étudié son rble dans
le mouvement a longue distance du BNYVV sur lesntgls B. macrocarpa et

Necotiana benthamian&es résultats seront décrits danshiapitre 111 .

Avant d’aborder 'ensemble de mes résultats, jesgras en revue les modifications post
traductionnelles les plus courantes en détaillumts réles dans la régulation fonctionnelle
des protéines. Enfin, je conclurai et discutera ferspectives qui permettraient de
poursuivre mes travaux et d’approfondir les corsmises sur la pathogénicité du BNYVV

pour envisager la mise en place de nouvelles appsoantivirales.
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% LES MODIFICATIONS POST TRADUCTIONNELLES
DES PROTEINES

Chez les eucaryotes, la synthése peptidiqgue néeeksiproduction initiale d'ARN
messagers (ARNm) dans le noyau puis leur expord tlanytoplasme, a travers les pores
nucléaires, ou ils seront reconnus par les petitéss grandes sous-unités ribosomales qui
initieront la synthése protéique.

La régulation de l'expression des protéines se dine part par des modulations
transcriptionnelles et post-transcriptionnellede&hlffectent respectivement la production
de 'ARNmM (comme les modifications épigenétiquetestmodifications de la chromatine,
la présence d’élémentds au sein des séquences promotrices, lI'action daetirs ou
d’inhibiteurs transcriptionnels) et leur stabilit®’autre part, I'expression protéique
implique également des régulations traductionnedjeisfont appel a la reconnaissance
d’élémentscis sur TARNmM. Enfin, plusieurs processus de contgsst-traductionnels sont
mis en ceuvre pour contréler la demi-vie et 'atéide la protéine finale. On y retrouve les
évenements de protéolyse (pour supprimer des séegiesignal de localisation sub-
cellulaire), le repliement correct des protéiness (chaperons et les isomérases) et
I'activation éventuelle de protéinewvig la phosphorylation ou d’autres types de
modifications).

Si les analyses génomiques fournissent des infwnsatstatiques sur les génes d'un
organisme, l'analyse du protéome reflete au coatrdes situations dynamiques qui
apportent des informations sur les niveaux d'exwaset les régulations de protéines dans

la cellule.
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Figure 3: Diversité des modifications post-tradudgbnnelles réversibles et
irréversibles des protéines.

L’ordre séquentiel des acides aminés d’'une chaamigique ne représente pas la forme
finale fonctionnelle des biomolécules. En effets dieractions non covalentes a longue
distance et des changements covalents supplénent@rodifications chimiques) ont
souvent lieu pendant ou apres la synthése protémpuant que les protéines ne soient
produites sous leur forme activée (Krishna and Wb893). De telles modifications post-
traductionnelles (PTM) sont utilisées par les deHluprocaryotes et eucaryotes pour
moduler rapidement, localement et spécifiquementiVité de facteurs clés. Ceci permet
aux cellules de répondre rapidement aux changene@rtsonnementaux [pour revue voir
(Ribet and Cossart, 2010)]. Chez les plantes, dpsnses de défense se produisent trés
rapidement dés la reconnaissance d'un pathogéeneqguceimplique, entre autres,

I'utilisation de PTM de protéines préexistantesmoansduire des cascades de signaux.
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Plus de 300 types de modifications sont connuesaffettent les extrémités N- et C-
terminales des protéines et les chaines latérassadides aminés (Krishna and Wold,
1993). Elles consistent en l'ajout de groupemehimiques (phosphorylation) ou de
molécules complexes (glucides, lipides et petitestgines comme l'ubiquitine et les
ubiquitin-like -UBL), la modification des chaineatérales des acides aminés (comme la
déamidation) ou le clivage de parties entieres al@rbtéine (protéolyse), elles seront
décrites ci-dessougqFigure 3). Si certaines PTM sont facilement identifiables
expérimentalement om silico (protéolyse), d’autres (alkylation, acylation, hyxlylation,
phosphorylation, glycosylation, sulfatation, carpaxion, ubiquitination, sumoylation,
adénylation et prénylation) sont difficilement petles et leur mise en évidence requiert

des analyses biochimiquesvitro etin vivo.

Ces modifications induisent des changements stawctuet fonctionnels de la protéine
(Figure 4). Par exemple, l'arginine qui est chargée positeempeut subir une
ADP-ribosylation qui va charger cet acide aminéatiégment. La phosphorylation ou la
sulfatation introduisent des charges négatives tapsotéine visée et par conséquent des
changements de propriétés qui peuvent stabiliserdéstabiliser des structures, des

interactions et des activités enzymatiques.

Enzyme modificative

Enzyme dé-modificative

Figure 4: Schéma général d’'une réaction de modification covahte. Un groupe
générique (B) est transféré a un résidu spécifiquaccepteur (X) sur la protéine cible.

Les réactions de modifications covalentes peuvamet ieréversibles ou réversibles. Des
modifications irréversibles sont généralement Bmit a des réles physiologiques
spécifigues comme la coagulation du sang, la fixatle complément et le renouvélement
de protéines. Ainsi, le retour a un état initiaplque une nouvelle synthese de protéines.
Généralement, les modifications post traductiomselmpliquées dans des processus de
régulation sont réversibles. Ceci permet a la teliie répondre rapidement aux stimuli et

inclut les acteurs des voies de cascades de sigtah et les enzymes métaboliques.
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Beaucoup de processus cycliques ont été identdiésont appel par exemple a la
phosphorylation/déphosphorylation, I'acétylation&bé&tylation ou I’ADP-ribosylation/dé-
ADP-ribosylation de protéines réalisées par deyraps qui reconnaissent des séquences
spécifigues sur la protéine cible. Il apparait dguasieurs niveaux de régulation
impliquant la présence et I'activité de I'enzymerdedification, le taux d’expression de la
protéine cible et son taux de modification posthictionnelle qui affecte directement
I'activité de la cible modifiée. Un autre niveau digulation réside dans la localisation
subcellulaire des acteurs. En effet, le subst@t, enzyme modificative et la molécule
donneuse doivent étre localisés au méme endroit.

Les PTM jouent un réle fondamental dans la phygielccellulaire, il n‘est donc pas
surprenant que les agents pathogénes influencestt@linent ou indirectement les PTM
des protéines de leur héte en détournant la madhioellulaire pour leur profit.

I. Clivage protéolytique

La protéolyse est une PTM irréversible utiliséem@guler I'activité des protéines. Elle est
la derniére étape de la maturation de nombreuse8ipes. Une liaison peptidique de la
protéine précurseur est clivée par une protéalieee¢ un ou des produits biologiqguement
actifs (ex : clivage de prohormones en hormoiiEgjure 5). Dans le cas du BNYVV, la
polyprotéine codée par 'ARNL1 est auto-clivée eoxdgrandes protéines essentielles a la
réplication (Hehnet al, 1997). La protéolyse intervient également dansufeen du
réticulum endoplasmique (RE) lors de I'éliminatidies signaux d’adressage (peptide
signal) au cours de la traduction. Généralemengefside signal renferme 20 a 30 résidus
hydrophobes et basiques. La méthionine N-termiesiegalement souvent éliminée post-
traductionnellement par une méthionyl aminopepgda®récisons aussi que des
suppressions d'acides aminés C-terminaux ont égaieté décrites (Sarnovsley al,
2009).
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Figure 5 : Clivage protéolytique d’une protéine coduisant & son activation ou a son
inactivation.

lI. Addition de molécules complexes

1. Acylation

Certaines protéines sont associées par des liagsuites a des acides gras par le groupe
a-amine de polypeptides ou par des liaisons thioesteles chaines latérales des résidus
cystéines. De telles modifications sont rencontrées des récepteurs cellulaires, des
protéines sécrétées et impliguées dans la sigtialisadans la régulation métabolique
cellulaire et dans des protéines membranairesegiral

La myristoylation, la palmitoylation et la prénytat sont des modifications distinctes.
Elles consistent au transfert du groupement aaylengristoyl-CoA dans le cas de l'acide
myristique [CH(CH,)12COOH] ou du palmitoyl-CoA dans le cas de l'acidénpieque
[CH3(CH,)14COOH] sur la protéine cible. Ces deux modificatiddgerminales de la
protéine ont des conséquences biologiques tout diséinctes (Rajala, 2005). Dans le cas
de prénylation, le transfert d’acides gras en CL1E20 a lieu sur des résidus cystéine

internes.

I. Myristoylation

La myristoylation est une réaction co-traductioteelrréversible qui se produit
exclusivement sur un résidu glycine aprés enlévérdenia méthionine initiatrice [pour
revue voir (Podell and Gribskov, 2004Higure 6). Cette modification peut se produire
également post traductionnellement lors de l'apspt@aprés le clivage du substrat

protéigue par des caspases qui exposent un steéntle myristoylation (Zhet al, 2000).
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La réaction est catalysée au sein du réticulum gadmique rugueux par I'enzyme N-
myristoyltransférase (NMT) qui reconnait une ségeespécifique MGXXXS/T (Maurer-
Strohet al, 2002) et qui est favorisée par la présence ddugsydrophobes en aval de la
glycine cible. On estime qu'environ 0,5% des prmgieucaryotes sont myristoylées
(Maurer-Stroh and Eisenhaber, 2004).

O
Myristoyl-CoA CoA HN
6l N 6l

NMT

Figure 6 : La myristoylation d’'une protéine est catalysée par la N-myristoyltransférase
(NMT). Gly représente l'acide aminé Glycine asso@é groupe de myristoyl
[CH3(CH2)120C-]. CoA, coenzyme A.

La myristoylation modifie le ciblage, la fonctiow/@u la stabilité des protéines, en les
associant avec les membranes ou avec les domaytksphobes d’autres protéines
(Zhanget al, 1993; Olsen and Kaarsholm, 2000). Une majorit@prdécines myristoylées
agit lors de la signalisation intracellulaire. Baemple, on peut citer la myristoylation des
effecteurs AvrRpml et AvrPto sécrétés par les basté qui affecte les fonctions
d'avirulence et de virulence de ces effecteurs (KHuk et al, 2000; Sharet al, 2000;
Tharaet al, 2004).

Dans le cas du HIV, la N-myristylation de la pro&iprécurseur gag (Pr&g est
essentielle pour I'infection, la réplication et pdassemblage structural du virus (Bryant
and Ratner, 1990; Wang and Barklis, 1993; Shiragshi, 2001) car elle permet de libérer
par les protéases virales la protéine MA myristeyl&ture et les protéines gag et env dans
la phase tardive du cycle (Shiraigtial, 2001). L'implication de protéines myristoylées
est également décrite pour I'entrée du virus deépdtite B (HBV) (Maurer-Stroh and

Eisenhaber, 2004). Chez les plantes, la localisaio niveau des plasmodesmes des
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protéines de mouvement C4 de plusieGmminivirusest supposée étre dépendante de
I'addition d’acide gras (Yaharet al, 1998).

ii. Palmitoylation

Cette PTM appelée S-acylation ou S-palmitoylatigriéaidentifiee chez les procaryotes et
chez les eucaryotes. Elle consiste en I'additiorensgible d’'un acide gras comme Il'acide
palmitique, I'acide stéarique, I'acide oléique @acide arachidonique au groupement thiol
d’'une cystéinevia une liaison thioester [voir revue (Hannoush anadh,S2010)]. Les
protéines palmitoylées ne partagent pas de ségsi@uresensus et la palmitoylation est
trouvée dans les domaines N-, C-terminal ou intedge protéines(Figure 7A)
(Baekkeskov and Kanaani, 2009). La palmitoylatishstrictement post-traductionnelle et
fortement associée avec une fonction membranaire.

Cette PTM est catalysée par des S-Acyle Transf@éias®enant le domaine DHHC (PAT)
qui transferent un groupement palmitoyl & un résigstéine sur un substrat de protéine
par la formation d'une liaison thioester (S-palylation). Une autoacylation spontanée en
présence d'acyle-CoA a longue chaine et des vésididiques est également possible
(Lobo et al, 2002; Rothet al, 2002; Stulemeijer and Joosten, 2008). Ces réectse
produisent du coté luminal et cytoplasmique des brarmes et modifient des protéines
membranaires a la fois solubles et intégrantedgimes associées aux micros domaines
membranaires (Shahinian and Silvius, 1995). L’'éfation des groupements acyle est
réalisée par des acyles thioesterases (APT, aoigiprthioesterase) (Duncan and Gilman,
1998). La palmitoylation peut également se prodpaela formation d'une liaison amide
(N-palmitoylation) (Figure 7B). Une forme rare de palmitoylation implique I'ajaiitin
acide palmitoléique par la formation d'une liaisoxyester sur une seérine (O-
palmitoleoylation)Figure 7C) [voir revue (Hannoush and Sun, 2010)].

Chez les plantes, les protéines S-acylées jouegtramd nombre de rbles divers et variés
et affectent, entre autres, les voies de signaisate C4&', le mouvement de Ket les
réponses aux stress [voir revue (Hemsley, 2009)].

Certaines protéines secrétées a partir de bacfg@atbegenes subissent des S-acylation qui
semblent nécessaires a leur activité. Ainsi la yWa#don de la protéine avrRpml de
Pseudomonas syringdecalisée dans la membrane plasmique est néoesskirvirulence.

Ceci renforce également l'idée que la S-acylatiboessite I'association préalable a la
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membrane qui est assurée, comme nous l'avons dessids, par une N-myristoylation
(Nimchuket al, 2000).

M
(@)
o Sler'
oot .
B C

Figure 7 : Les différentes formes de palmitoylationde protéines. (A) Schéma
présentant la réaction réversible de S-palmitoyfati’'une cystéine catalysée par une
protéine S-Acyle transférase (PAT) et Acyle-pragéithioestérase (APT). (B) la N-
palmitoylation de protéines par liaison amide Nirti@ale est possible tout comme la O-
palmitoylation par liaison oxyester est possibledss résidus sérine (Ser) (C).

Chez les virus, la plupart des virus enveloppégerarent au moins une glycoprotéine
modifiée de maniere covalente par I'addition d’acgtas (Schlesingeat al, 1993), c’est

le cas de I'némagglutinine (HA) du virus de liefhza, de la protéine G déesicular
stomatitis virus(VSV), et des glycoprotéines E1 et E2 8emliki forest virudSFV)
(Schmidt and Schlesinger, 1979; Schmidt, 1982)zQ&e phytovirus, rien n’exclut le rble
de ces modifications dans linfection virale. Leaot@ine AC4 codée parHast African
Cassava Mosaic Cameroon Vir(EACMCV) (Geminivirusbipatite) est localisée dans la
membrane des cellules infectées et posséde untoiome suppresseur de RNA silencing.
La N-myristoylation et la S-acylation de 'AC4 seleitt étre essentielles a la suppression

du silencing, a la localisation membranaire etrddction virale (Fondongt al, 2007).
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iii. Prénylation : farnésylation et géranylgéranylation

La prénylation permet I'adressage membranaire defipes grace au transfert d'un
groupe farnésyl (C15) ou geranylgeranyl (C20) soe wystéine présente sur le motif
consensus CAAX (CAAX-COOH), situé a l'extrémité é€rninale de la protéine cible ou
les A représentent des acides aminés aliphatiguédesrésidu C-terminal. La nature des
résidus influence la prénylation. La protéine garaésylée si X est Ala, Ser, Cys, Met ou
GIn (Figure 8A) ou sera geranylgeranylée si X est Leu ou Figure 8B) (Maurer-Stroh
and Eisenhaber, 2005). Cette réaction est catalpséela farnesyl-transférase et les
geranylgeranyl-transférases (type |, type Il) gontsdes enzymes hétérodimériques
distinctes partageant une sous-unité catalytiquenoane B-sous-unité) et qui possedent
une sous-unité régulatrice distinctegous-unité). Les deux sous-unités participent a la
catalyse. Le donneur est pris en charge par la-soités régulatrice et l'accepteur par la
sous-unité catalytique. La prénylation peut intaiv@prés un clivage protéolytique par
une endo-protéase spécifique et le groupemamarboxylique de la cystéine prénylée est
alors méthylé par une méthyle-transférase spéeifi@larkeet al, 1988; Hancoclet al,
1989; Hasne and Lawrence, 1999).
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Figure 8 : Représentation schématique de prénylatio par (A) farnésylation ou (B)
géranylgéranylation de cystéine (Cys) au voisindigeides aminés aliphatiques (A)
contigus au résidu C-terminal (X).

La prénylation controle les activités de signal@ate plusieurs protéines cellulaires. Des
exemples de protéines prénylées incluent les petd&@Pases Ras, Rho et Rab. La
farnésylation de K-Ras4B module sa voie de tramasioa intracellulaire. La
géranylgéranylation des protéines Rab contribuee r@dulation de leur r6le dans le trafic
membranaire et retrouvée associé a des maladiésiqyérs (Choroideremia) [pour revue
voir (Pereira-Leakt al, 2001; Hannoush and Sun, 2010)].

Une protéine prenylée particulierement bien étudést I'oncogene p2¥ qui est
farnésylée. La farnésylation semble critique pdactivité oncogéene de la protéine et un
effort considérable a été concentré sur le dévelogmt des inhibiteurs de farnésyle-
transférase dans le but de bloquer la protéinetrampécher I'oncogenése (Sebti, 2005).
Des inhibiteurs de prénylation sont également ésidomme agents antiviraux et pour la

thérapie de cancers.

42



Introduction générale

2. Glycosylation

Les glycoprotéines possedent des teneurs en seamiables (3% dans le cas d’'IgG, a plus
de 40 % pour I'érythropoiétine). Selon le taux wjosaccharides et les types de
modifications, on distingue les protéoglycanes glgsoprotéines. Plus de la moitié des
protéines de cellules eucaryotes sont glycosylées.glycosylation de protéines est
corrélée aux diverses fonctions comme la locabsasubcellulaire, la reconnaissance
cellulaire, la signalisation inter et intracellutsi I'adhésion cellulaire, des infections
bactériennes et virales, la stabilité de protégtda résistance a la protéolyse, le contrble
de repliement correct, la liaison aux membranestiVité enzymatique et l'interaction
entre des protéines (Haet al, 1989; Lis and Sharon, 1993; Gagneux and Vark®919
Helenius and Aebi, 2001). Ainsi, la glycosylatiost @mpliquée dans la régulation des
processus développementaux ou des processus dpdraat joue un rble important dans
la manifestation de nombreuses maladies.

Les modifications co- et post-traductionnelles @estéines par glycosylation sont des
processus complexes impliquant de nombreuses eszgpexifiques appelées glycosyl-
transférases, dont plusieurs sont situées dansEleDRférents types de glycosylation
existent et sont distingués par la structure daaglg et aussi par le type d'attachement des
sucres au squelette peptidique.

L'attachement covalent des chaines de sucres atgin@s survient pab-glycosylation
via une liaison glycosidique a une chaine latéralséatme, thréonine, tyrosine (Matsuoka
et al, 1995) ou hydroxy-lysine et hydroxy-proline du lagéne voire a certains
groupement carboxyliques (Yamauddti al, 1982; Wanget al, 2002; Tanet al, 2003;
Westet al, 2004), pailN-glycosylationvia le groupe amide de résidus asparagkfigure
9A) (Lerougeet al, 1996), ouvia l'ancrage d'un glycosyl-phosphatidylinositol (GPI)
(Ferguson, 2000).

43



Introduction générale

Glycosyltransférase GluT:ose
Asn

UDP-glucose
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Glycosyl hydrolase

O-N-Acétylglucos-
aminyltransférase
GlcNAc

Glc{\lAc

(/

O-N-Acétylglucosaminidase

Figure 9 : Représentation des réactions dd-glycosylation (A) et dO-GIcNAcylation

(B) de protéines.Les enzymes catalysant les modifications et leafaoteurs ainsi que le
groupe ajouté a la protéine cible sont indiqués, Aspargine ; X représente les acides
aminés sérine et thréonine. UDP, Uridine diphosph&lcNAc,N-acétylglucosamine.

L’ O-N-acétylglucosaminylation 0@-GIcNAc est une glycosylation atypique et réversible
des protéines. Elle se produit par I'addition diésidu unique déN-acétylglucosamine
(GIcNAc) sur le groupement hydroxyle d’'une sérirgger) ou d'une thréonine (Thr)
(Figure 9B). Cette modification est régulée par un couple zjemes: |O-N-
Acétylglucosaminyltransférase (OGT) est chargééraisfert de GICNAc sur la protéine.
L’ O-N-AcétylglucosaminidaseQ-GIcNAcase) (OGA) est responsable de I'hydrolyse du
résidu de O-GIcNAc (Holt et al, 1987a; Holtet al, 1987b). Malgré des efforts
considérables, aucune séquence consengiglgcosylation n'a été identifiée. Mis a part
chez la levure, cette PTM est retrouvée chez omsabactéries, protozoaires, virus,
champignons filamenteux et chez tous les métamaiecompris les plantes. Q-
GIcNAcylation est différente de |&l-glycosylation car : (1) elle s'effectue presque
exclusivement sur des protéines cytoplasmiquesi@éaires, par rapport a la localisation

extracellulaire et luminale pour la plupart desreaitfractions associées aux protéines

44



Introduction générale

glycosylées ; (2) le résid®-GIcNAc n'est généralement pas modifié ou allongé e
structures plus complexes.

La modification O-GIcNAc des protéines nucléaires et cytoplasmiquetsur processus
dynamique, réversible et analogue a la phosphoglatEn effet, comme la
phosphorylation, D-GIcNAcylation se produit rapidement et active oésaktive des
polypeptides en réponse a divers stimuli physigjogs (hormones, facteurs de croissance,
et mitogenes) [pour revue voir (Haet al, 2007)]. Un grand nombre de facteurs de
transcription sont modifies parQ-GIcNAcylation. L’altération dO-GIcNAcylation est
associée a diverses maladies humaines, y comgrim#adies cardio-vasculaires [pour
revue voir (Laczyet al, 2009; Lefebvreet al, 2010)], le diabéte (Dias and Hart, 2007), et
le cancer (Chou and Hart, 2001). Cette modificaiitervient dans la régulation de la
stabilité, la localisation, l'interaction protéipeetéine, la capacité de liaison des facteurs
de transcription a I'ADN [pour revue voir (Ozca al, 2010)]. L'une des fonctions
connues dD-GIcNAc est la régulation de la phosphorylation dessspécifiques, soit des
sites exacts de phosphorylation, soit des sitesngiqui jouent un role important dans la
stabilisation des protéines ou dans les interastiemtre protéines (Chergg al, 2000;
Cheng and Hart, 2001). Un exemple bien identifiéstda modification de la protéine p53
par I'O-N-acétylglucosamine qui régule ses activités etaalgé (Yanget al, 2006b).

La séquence consensus pouNkglycosylation d’Asn-X-Ser/Thr est essentielle, mpés
suffisante, et la structure secondaire locale arfe cette PTM. Les glycosyl-transférases
et les glycosidases sont situées dans le RE et Itgysareil de Golgi pour ajouter et
enlever des résidus de sucres. ToutefoisCHhéorovirus (Phycodnaviridag un virus a
ADN double brin qui infecte les algues eucaryotedecpour ses propres enzymes dans le
but de glycosyler sa protéine de capside indépendarnde I'appareil de Golgi et du RE
de la cellule d’hote (Van Ettest al, 2010).

De nombreuses protéines structurales virales, stetijee celles desRhabdovirus
Herpesvirus Poxvirus et Paramyxovirussont glycosylées. La plupart renferment des
glycanes complexes, associées a msnN-acétylglucosamine, mais certaines posseédent
des O-acétylglucosamine ou acétylgalactosamine sur deglug Ser ou Thr. Ces
glycosylations sont essentielles a l'infection. glgcosylation est couramment trouvée
dans les protéines d'enveloppe de virus animaust @tal, 1989) comme le virus VIH, le
virus de la dengue et le virus de I'hépatite C ;ghlgcosylation induit une cascade
d'événements initiés par linteraction des glyctines d'enveloppe virale avec des

récepteurs et des co-récepteurs d'entrée spéciguaéclenchent la fusion membranaire
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des enveloppes virales a la membrane (Altmeyer4;2®Rudd et al, 2004). Cette
modification est également tres bien décrite chea/lrusHerpes simplex virug/pe 1 et 2
(Frieset al, 1986; Wancget al, 2010).

A l'inverse, il y a peu d'informations sur la glwydation des protéines de virus de plante.
Les glucides ont été signalés sur les particuleBatey stripe mosaic viruBSMV) et
Cowpea mosaic viru¢CPMV). La glycosylation de leurs protéines CPté& groposée
comme un facteur déterminant de la transmissiowirths via les graines (Partridget al,
1974). La grande protéine structurale Hettuce necrotic yellow virugLNYV) est
glycosylée avec des oligosaccharides complexesiant dug-N-acetylchitobiose liés
(N-liaison) aux résidus de lasparagine (Dietzgen dfrdncki, 1988). DesO-
GIcNAcylations ont été retrouvées sur la CPRIum pox virus(PPV) etPotato virus X
(PVX) Potyvirus (Fernandez-Fernandegt al, 2002; Baratovaet al, 2004); elles
pourraient protéger la surface exposée N-termidaléda CP du PVX de la dégradation
(Fernandez-Fernandeet al, 2002; Olszewskiet al, 2010). Les glycoprotéines
d’enveloppe du omato spotted wilt viruSTSWV) jouent un rdle crucial dans I'acquisition
du virus par le vecteur (Thrips) (Bandé& al, 1998), et il est plausible que I&&
oligosaccharides présents sur les glycoprotéinesT8/V soient essentiels lors des

premieres étapes d’interaction virus-vecteur (Na&itlal, 2004).

3. Nucléotidylation et ADP-ribosylation

Initialement identifiée dans des systémes bactgriennucléotidylation a été par la suite
découverte chez les mammiféres. Deux exemples d#eatidylation sont décrits,
I'adenylylation-deadenylylation et l'uridylylatiodeuridylylation. Le groupe 5'-A/UMP
d'adénosine/Uridine triphosphate (ATP/UTP) estdi@m® aux groupes phénoliques (ex :
Tyr) par une liaison phosphodies{&igure 10A). L’ADP-ribosylation peut aussi utiliser
le nicotinamide adénine di nucléotide (NADcomme substraiFigure 10B). Le groupe
transféré étant un dérivé d'un sucre, 'ADP-ribasigin est parfois classée avec la
glycosylation de protéine. On distingue la mono-Aliiddsylation de la poly-ADP-
ribosylation. Cette derniére est initiée par I'dddi d'un groupe d’ADP-ribose simple suivi
de l'allongement de la chaine d'ADP-ribose pamlg-pDP-ribosyl polymérase. La poly-
ADP-ribosylation intervient lors de la réparatiom I(ADN.
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AMP hydr‘olase

ADP-ribosyltransférase
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Figure 10 : Réactions réversibles d’adenylation (Aet d’ADP-ribosylation (B). Les
enzymes catalysant les modifications et leurs tetas ainsi que le groupe ajouté a la
protéine cible sont indiqués. (X) La nature deitieacaminé est indiquée dans le cadre gris.
ATP, adénosine triphosphate ; AMP, adénosine movsgdtate ; ADP, adénosine
diphosphate ; RPpyrophosphate inorganique ; NAD, nicotinamidereaaié di nucléotide.

Ce type de modification est trouvé chez Reésornaviruslors de la nucléotidylation de la
protéine Vpg. L'initiation de la synthese d'ARN alirpar la RdRp au cours de la
réplication desdicornavirusexige la formation d’amorce a l'aide de la protirale VPg
(Pathaket al, 2007). Une liaison phosphodiester entre 'UMRegroupe hydroxyle d'un
résidu tyrosine de la VPg entraine l'uridylylatida la VPg (Pauét al, 1998; Paukt al,
2000). Une situation similaire est retrouvée chezPlotyvirus (Puustinen and Makinen,
2004; Anindyeet al, 2005).
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[1l. Modifications d’acide aminé individuel et de chaindatérale

1. Déamidation

L’enlévement spontané enzymatique ou non enzymatijun groupe amide des résidus
glutamine et asparagine produit des changemendsensibles dans la structure des
protéines et des peptidé@sigure 11) [pour revue voir (Wright, 1991)]. La conversion de
I'asparagine en acide aspartique ou en acide isdagmEe provogue un changement local
de la charge (charge négative), et joue un roleédalation des protéines, en modifiant
I'activité ou la stabilité de la protéine (Robinsand Robinson, 1991; Robinson and
Robinson, 2001; Weintraub and Manson, 2004). Lani#ation est reconnue comme une
source potentielle de micro-hétérogénéité danstriactsire des protéines. Puisque la
flexibilité et la liberté de conformation du pemidont modifiées par la nature des acides
aminés, le taux de déamidation des peptides etnfent influencé par les résidus de
voisinage (Robinsoet al, 2001), en particulier par I'acide aminé en C-teaindu résidu
asparagine. Il est optimal lorsque le carboxyleswoest la glycine (Robinsaet al, 2001)
mais ce taux est aussi contrélé par la structwerskaire et tertiaire de la protéine (Rivers
et al, 2008).

Figure 11 : La déamidation de glutamine (Gln)peut étre spontanée ou catalysée par une
déamidase. Elle conduit a I'apparition d’'un acidigamique (Glu). Cette modification se
produit également sur I'asparagine qui est coieveri acide aspartique.

La toxine CNF1 de certaines souches pathogérescdli provoque des Iésions tissulaires
suite a la déamidation spécifiqgue d'une glutamiee Rho GTPases. Cela génére des Rho
GTPases constitutivement actives et entraine undificaeiion de la dynamique du

cytosquelette d'actine. Cependant, cet effet njest transitoire car la cellule héte
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déclenche en réponse la polyubiquitylation des BmM&ases déamidées conduisant a leur
dégradation par le protéasome (Flataal, 1997; Schmidet al, 1997; Doyeet al, 2002).

Chez IHuman rhinovirus(Picornavirus, HRV), la protéase 3C du virus est régulée par
déamidation de l'asparagine 164 (Getxal, 1999). La forme déamidée de la protéase 3C

possede une réduction de son activité de clivageapaort a la forme native.

2. Amidation (C-terminale)

L’amidation est une modification post traductioneetjui se produit exclusivement a
I'extrémité C-terminale de polypeptides, des pegttighrincipalement courts, sécrétés et
ayant des fonctions hormonales. La présence dypgramide est souvent une exigence
absolue pour l'activité biologique optimale de peptides. Cette réaction s’effectue par le
remplacement du groupe carboxyle en C-terminaledjpimotéine avec un groupe amide
(Bradbury and Smyth, 1991). Le processus impligeaexdétapes catalysées par deux
enzymes, peptidyle-glyciner-hydroxyle mono-oxygénase et peptidgil@mide lyase
(Walsh and Jefferis, 2006). Un résidu de glycir@@rémité C-terminale semble étre un
prérequis dans I'amidation de peptide.

L’étude de linteraction de plusieurs peptides @widvec leurs récepteurs respectifs
indique que le groupe amide peut étre déterminanir interaction ligand-récepteur
(Edisonet al, 1999) et empécherait l'ionisation C-terminale pdytide, le rendant plus

hydrophobe pour interagir avec son récepteur (Bigral, 1999).

3. Carboxylation

La carboxylation d'acide glutamique en acydearboxyglutamique (Glue- Gla) introduit
une nouvelle charge et augmente l'acidité de lanehmtérale (Castellinet al, 2002,
2008). Elle est catalysée par une carboxylase uiaid-dépendante.

Le modele de carboxylation de protéine est la natibn de prothrombine sur sa région
pro-peptide suivie par un clivage a thrombine a@sipar une protéase. La modification du
pro-peptide est une modification requise pour f&eil'interaction de prothrombine avec
sa protéase active en incitant I'association aa®alembranes. Si la prothrombine n'est pas
carboxylée, aucune association de membrane et auagtivation protéolytique a

thrombine ne survient.
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D'autres protéines sont connues pour étre carbesgtsont typiquement impliquées dans
la coagulation sanguine qui est limitée lors d'waeence en vitamine K. Beaucoup de
cibles de carboxylation ont la capacité de liecdé&cium, facilitée par les interactions des

charges carboxyliques avec’Ca

4. Oxydation et Hydroxylation

Certaines PTM oxydatives (0xPTM) ne sont pas piéjalles aux protéines et ne sont pas
nuisibles pour la cellule mais constituent d'impots mécanismes de signalisation. Ces
oxPTM sont soit réversibles et impliguées dans gescessus physiologiques, ou
irréversibles et contribuent alors a des situatipathologiques. Les oxPTM incluent
l'oxydation, la chloration ou la nitration. L'oxPTNR mieux caractérisée concerne
'oxydation de la cystéine. En effet, les résidusntenant du soufre (cystéine et
méthionine) sont généralement les cibles les muasibles a I'oxydation. Si la cystéine est
un résidu catalyseur souvent présent dans les a&itifs, son oxydation va influencer
directement l'activité de I'enzyme (positivementr@gativement). Si ce résidu n’est pas
directement impliqgué dans la catalyse, son oxydateut changer la conformation locale
et, éventuellement, modifier l'activit¢ de la pmo& linteraction entre protéines, la
dégradation, ou encore influencer d'autres modifina post-traductionnelles (Spickett
and Pitt, 2010). Les résidus de méthionine soneégant facilement oxydés mais leur état
peut étre restauré par I'action de méthionine sytle réductases (Stadtmanal, 2003).

Des oxydations de méthionine, tyrosine, histidirtetrgptophane ont également été
trouvées dans le tissu de lentille. L'oxo-histidineété observé entre autres dans le
vieillissement et la carcinogenese [pour revue (@ahoneich, 2000; Uchida, 2003)].
L'association de groupes hydroxyles aux résidungr@st une modification qui prévaut
principalement dans les protéines sécrétées. Léxydltion des résidus proline est
catalysée par la famille des prolyl hydroxylasesteonant le domaine prolyl hydroxylase
(PHD). L’hydroxylation de proline a été caractéeisians la signalisation de HIF (Hypoxia
inducible factor) (Kaelin, 2005). L'élimination degoupes hydroxyle, ou une enzyme
catalysant une telle réaction, n‘a pas encoreé&teéuverte [pour revue voir (Derilet al,
2010)]. Les acides aminés hydroxylés peuvent étteeurement méthylés ou glycosylés.
Le collagene est une protéine largement étudiéajuetpossede des caractéristiques

structurelles uniques en triple spirale, conféepartie par des résidus hydroxy-proline

50



Introduction générale

et hydroxy-lysine. L’hydroxylation de proline seral@tre nécessaire a la stabilisation de la
forme triple hélicoidale du collagene. Des étudasnmontré des influences de stabilisation
causée par la 4-hydroxy-proline et la 3-hydroxylipm (Holmgrenet al, 1998; Jenkingt
al., 2003) mais aussi de I'hydroxy-lysine.

Il faut aussi noter que I'hydroxylation de prot&neur des résidus aspartate [&n
hydroxyaspartate (Asp> Hya) et d’asparagines ghhydroxyasparagines (Ass Hyn)
est également décrite (Przysieekial, 1987; Gronkeet al, 1989; Castellinat al, 2002,
2008).

Le Paramecium bursaria Chlorella virus-PBCV-1) code pour un polypeptide de 242
acides aminés qui montre une similarité de séqgeacec I'extrémité C-terminale de la
sous unité catalytique du prolyl 4-hydroxylase (P4H) trouvé chez les amim Cette
prolyl 4-hydroxylase de PBCV-1 stabiliserait aiqdusieurs protéines (Erikssost al,
1999).

5. Sulfatation (Sulfanation)

La sulfatation de tyrosine est une modificationtgesductionnelle covalente irréversible,
commune chez les protéines synthétisées par la d®iesécrétion de la plupart des
eucaryotes, y compris les plantes supérieures, abaisnte chez les procaryotes et chez la
levure [pour revue voir (Moore, 2003)]. Cette madifion de tyrosine est réalisée par
deux enzymes appelées tyrosylprotein sulfotransésra(TPST-1 et TPST-2), qui
catalysent le transfert du sulfate (SO3-) de 3'sphoadenosyl-5'-phospho-sulfate (PAPS)
au groupe phénolique de la tyrosine afin de forameester tyrosin®*-sulfate [voir revue
(Moore, 2003)]. La sulfatation apporte une chargmative supplémentaire dans la
protéine et ne cible que les résidus tyrosines.uAacséguence consensus n'a pu étre
définie. En général, la sulfatation influence lestefactions protéine-protéine,
probablement par la modulation de la charge au deinrégions de contact (Kehoe and
Bertozzi, 2000; Costagliolet al, 2002).

Les récepteurs des chimiokines et leurs ligandenbwn rdle crucial dans l'immunité
innée et adaptative, 'hématopoiése, I'angiogen@sepissance tumorale et les métastases.
De nombreux récepteurs chimiokines possedent desings sulfatées (Rossi and Zlotnik,
2000). Par exemple, des tyrosines sulfatées damignhaine N-terminal extracellulaire de
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CCRYS5, le principal corécepteur du VIH-1, optimiséatfixation du virus aux cellules
(Farzaret al, 1999; Choeet al, 2003).

Chez les plantes, une seule TPST a été identifBmte enzyme ne possede pas
d’homologie de séquence avec les deux TPST cheatess organismes. Deux hormones
peptidiques sulfatées (PSK, un peptide sécrétéadecbntenant 2 tyrosines sulfatées et
PSY1, un peptide de 18aa contenant une tyrosirfatée) ont été identifiees chez les
plantes et leur sulfatation est essentielle a Idargtions dans la croissance et le

développement (Komost al, 2009).

6. Acylation (acétyle-, formyle-, pyroglutamyle-)

L’acétylation de protéines est le type de modifaatcovalente le plus rencontré chez les
eucaryotes. L’acétylation, décrite pour la premiées pour les protéines d’histones
(Vidali et al, 1968), implique le transfert d’un groupe acéyl€OCH; » d’'un acétyle-
Coenzyme-A a un groupe amine accepteur, typiguemergroupes-amine des résidus
terminaux de la protéine ou, moins souvent, larehdatérale (le groupe-amine) du
résidu lysingFigure 12). Les modifications de partie terminale (irréveless ou celles de
la chaine latérale (réversibles) sont catalyséesdpa acétyltransféraséBolevoda and
Sherman, 2002). L’'acétylation induit la neutraiisatde charge de la chaine latérale
positivement chargée ou du groupe amine de N-telmeinaltére les propriétés biologiques
des protéines (Deribeet al, 2010). Contrairement a la modification de dd.ys,
'acétylation N-terminale, catalysée par des N-ieah acétyltransférases (NAT), se
produit sur la plupart des protéines eucaryotessmarement sur les polypeptides
procaryotes (Polevoda and Sherman, 2002, 2003)oXppativement, 50% des protéines
cellulaires sont acétylées a leur extrémité N-teedd. Aucun motif consensus simple n’a
été déterminé et la complexité de ce type d'actitylase reflete dans I'existence de
multiples NAT, chacun agissant sur différents gesi@d’extrémités N-terminales.
L’acétylation des protéines est apparue comme @iatentiellement aussi importante que
la phosphorylation dans la régulation des signaaixransduction cellulaires. Au-dela de
leur réle dans l'activation/répression de la trapsion, les acétyltransférases ont été
impliquées dans 'un des événements qui incluendéparation de I'ADN, la réplication, la
recombinaison et I'apoptose, mais aussi dans lalisédion des protéines, limport et la

rétention nucléaire, la progression du cycle caifal et la différenciation [pour revue voir
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(Kouzarides, 2000; Chest al., 2001; Starheingt al., 2009b; Starheinet al., 2009a)].Si
cette PTM apparait cruciale dans le noyau, elleaassi impliquée dans la régulation de
processus cytoplasmiques comme la dynamique dusaquytdette, le métabolisme
énergétique, l'endocytose, l'autophagie ou la 8gaten a la membrane plasmique
(Matthiaset al., 2008; Yang and Seto, 2008).

A N-terminal acétyltransférases

Acétyle-CoA

\

Co
. / > coa—as

Acétate
Déacétylase

Figure 12 : Acétylation N-terminale (A) et de chaie latérale e-amine de lysine (B).
Les enzymes impliquées et leurs cofacteurs sonigued. Lys représente la lysine
modifiée dans la chaine latérale (le groagmmine) ; COA, coenzyme A.

L’acétylation de lysine est connue dans plus dé&8teurs de transcription et affectant leur
fixation a I'’ADN, leur adressage nucléaire, leungphorylation, leur ubiquitination et leur
stabilité [pour revue voir (Yang, 2004; Deribeal., 2010). La protéine p53, suppresseur
de tumeur, joue un role crucial dans le contréle ayale cellulaire, I'apoptose, la
réparation de I'ADN et en réponse a divers streswmotgxiques. Cette protéine subit
plusieurs types de modifications post traductiolesetjui réglent ses fonctions. Elle est,
entre autres, acétylée par la protéine p300/CBi\vaaau de multiples résidus de lysine en
C-terminal du domaine de fixation a ’ADN (Lweb al., 2004). L'acétylation de p53 active
son activité de fixation spécifique a 'ADN et augmte |'activation de ses genes cibles.

Les lysines acétylées de la protéine p53 sontigieed aux lysines cibles d’ubiquitination.
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L’acétylation de la protéine p53 stabilise la pnoééen empéchant sa dégradation par le
protéasome (voir plus bas). L'acétylation influedgmlement les interactions protéine-
protéine. C'est le cas de la protéine de choc tlipren90 (HSP90), dont l'acétylation
augmente son interaction avec le récepteur desguiicoides (Kovacst al, 2005).

Chez les virus, l'acétylation joue également ur rde. Puisque les protéines virales sont
exprimées et dépendantes des cellules hoétes, otsin@s peuvent étre des cibles de
plusieurs types de modifications post traductioleselll a été décrit que les protéine E2
(Papillomavirug et Tat [entivirug sont acétylées (Caroet al, 2003). Dans le cas de
Hepatitis delta virustHDV), un virus a ARN circulaire de polarité négat les études
indiquent que la petite protéine antigene SHDAgaltrhepatitis delta antigen) est une
protéine acétylée et que son état d'acétylaticecedfla réplication de HDV (Huargg al,
2008).

Chez les virus de plantes, des protéines virakesagissent avec des acétyles transférases
et/ou subissent de modification de type d’acétytatEn effet, une protéine de mouvement
NSP (nuclear shuttle protein) @abbage leaf curl viruBegomovirusCaLCuV) interagit
avec une acétyle transférase d'Arabidopsis appesbidopsis thaliananuclear shuttle
protein interactor (AtNSI) qui est capable d’acétylles histones H2A, H3, et la protéine
de capside du CaLCuV mais pas la NSP (McGatrgal, 2003). La protéine NSP peut
inhiber l'activité de la protéine AtNSI en intedét avec son assemblage dans des
complexes actif et régule I'export nucléaire duagée viral. L’inhibition de la protéine
AINSI favoriserait la différenciation cellulaire dbnc la réplication virale (Carvalho and
Lazarowitz, 2004; Carvalhet al, 2006).

Excepté la chaine thiol de la cystéine;amine de la lysine est le plus fort groupement
nucléophile retrouvé sur les protéines et il peahad subir une variété de réactions
chimiques. Rracétylation, Kkméthylation et Kformylation présentent des similarités
(Figure 13). La formylation est reconnue comme une nouvelledifiroation post-
traductionnelle de la lysine se produisant lors mésanismes de régulation des histones
(Jiang et al, 2007). La formylation des histones sur des lysinégalement cibles
d’acétylation et de méthylation, influence la foantdes histones et la stabilisation des
sites de liaison des protéines régulatrices comesefdcteurs de transcription et les

régulateurs de l'activité de la chromatine (Wisrsikivet al, 2008).
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Figure 13 : Méthylation, formylation et acétylation de la chaine latéraleg-amine de la
lysine.

La formylation de lysines est stimulée par le str@sydatif et cette modification peut étre
impliquée dans le développement des maladies &éestress, y compris le cancer. En
effet, la formylation de lysine peut étre impliquiens la perte de la fonction des protéines
dans l'organisme d'une maniére analogue a d'aompelications chimiques, tels que la
glycosylation dans le diabéte (Vlassara and Pal2@@?) ou des dommages oxydatifs au
cours du vieillissement (Huang and Manton, 2004).

Les protéines structurales du virus Bpofyomavirus BKV) subissent plusieurs types de
modifications post traductionnelles dont la forntiga ; cependant le role de ces PTM
dans le cycle d’infection du virus n’a pas encdeeétucidé (Fangt al, 2010).

La formation de pyroglutamate a partir d’'un résglutamine ou d’'un acide glutamique
présent a I'extrémité N-terminale des protéinesuasévénement ubiquitaire réversible qui
peut survenir spontanément ou par catalyse enzgueatCet élément structurel important
contrdle la conformation, la stabilité thermodynqua ou l'activité de protéines cibles
comme certaines ribonucléase (Leti al, 2006) et hormones sécrétées grace a des
glutaminyl cyclases (Fischer and Spiess, 1987).pkésence de pyroglutamate peut
augmenter la stabilité des protéines en inhibactidn des aminopeptidases [pour revue
voir (Cummins and O'Connor, 1998; Loet al, 2006)] et est retrouvée sur les

immunoglobulines.
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7. Méthylation

La méthylation est une modification présente swubeup de résidus incluant la lysine,
I'arginine, I'histidine, la cystéine, I'acide aspigue et I'acide glutamique qui sont des
cibles pour difféerentes méthyle-transférases. Lgugaison réversible du groupe méthyle
aux résidus lysine et arginine est une modificagiost traductionnelle importante chez les
eucaryotes et les procaryotes. De facon similat@dtres PTM, deux groupes d'enzymes,
méthyltransférase et déméthylases, régulent latstiat méthylation des protéines cibles.
Le donneur de méthyle activé est la S-adenosylmgitne (AdoMet). A la différence de
I'acétylation, la méthylation de résidus lysine atecun effet sur la charge mais modifie
I'hydrophobicité. La méthylation des protéines rustones au niveau des résidus lysine
influence généralement leur stabilité et leur fanctla régulation de leurs interactions
avec I'ADN et des partenaires protéiques, et inhilagtres modifications sur la méme
lysine [voir revue (Egoroveet al, 2010)]. La lysine et l'arginine peuvent étre mult
méthylées. Certaines mono-, di-et tri-méthylatiams été observées sur des protéines
d’E. coli, des chaines légeres de myosine, histones, lelopime ¢ et des protéines
ribosomales.

L’activité de la protéine p53 est principalemenjui@e au niveau post-traductionnel par
modification de plus de 36 acides aminés. Cettéepre peut subir des méthylations de
son domaine C-terminal sur les résidus K370, K282, K386 (Kachirskaiaet al,
2008) dont l'activité sera régulée positivement rmegativement selon les sites de
méthylation et leur degré de méthylation [pour eevoir (Deribeet al, 2010; Egorovaet

al., 2010)].

L’identification des enzymes Méthyle-transférasarginine chez I’homme, les levures,
Drosophila melanogastetes plantes, |[€aenorhabditis elegan®t les poissons suggere
'importance de cette modification chez les eucteyo(Bedford and Richard, 2005;
Bedford, 2007). La méthylation de résidus argingn@té initialement observée sur les
protéines abondantes telles que les protéines igantf 'ARN (certaines protéines
ribosomales) et les histones. Depuis, une multitdelgrotéines possédant des arginine
méthylées sont décrites. Ces protéines sont imgisiudans de nombreux processus
cellulaires comme la signalisation par l'interféreindes cytokines, la transcription, la

traduction. On retrouve également de telles pretémodifiees dans le noyau [pour revue
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voir (Egorovaet al, 2010)]. La méthylation des résidus arginines demebsentielle pour
réguler la fonction des protéines telles que lesrattions protéine-protéine. Le fait que les
méthyl-arginines soient présentes dans les prilegparotéines de signalisation suggére
que la méthylation de I'arginine représente unaniv&ipplémentaire de complexité dans la
transduction du signal [pour voir revu (Boisvettal, 2005)].

Il existe trois formes de méthylation d’arginineezhles eucaryotess:N®, monométhyl-
arginines (MMA), &-N®N® -asymétrique diméthyl-arginines (aDMA)-N®N’®
symétrique diméthyl-arginines (sDMA). Deux class#s protéine arginine meéthyle-
transférases ont été caractérisées et classifélea fa symétrie de leurs produits de
réaction (Bedford, 2007). Les enzymes de type i ¢qatient les enzymes 1, 2, 3, 4, 6) et
de type Il ('enzyme 5) produisent®monométhyl-arginine. Cependant, tandis que les
protéines de type | permettent la formation de diyléarginines N,N® -asymétrique,
'enzyme 5 de type Il catalyse la formation de dimyéarginines N,N'® -symétrique
(Mowen and David, 2001; Mowest al, 2001).

Une variante unigue de groupecarboxyle méthylation est trouvée dans des résidus
d’acides aspartiques. Ces modifications provienndat la de-amidation de résidus
asparagin&ia un intermédiaire cyclique-imide qui conduit a ¢arhation d’un lien amide
inhabituel avec le grouggcarboxyle (a la place decarboxyle) de l'acide aspartique ou a
un résidu acide iso-aspartique (Aswad, 1984). d&ao-aspartique est la cible spécifiqgue
de liso-aspartyle méthyle-transférase qui peueméger un acide aspartique. Il a été
proposé que le processus de méthylation agisse eaimnmécanisme de réparation pour
rendre la structure de base natale aprés des dégats de-amidation (Lowenson and
Clarke, 1991).

La méthylation de la chaine latérale des groupésoggles est aussi trouvée pour des
résidus d’acides glutamiques, bien gu'elle soitpproaux protéines de chimiotactisme
bactérien.

La prénylation de protéine réalisée sur la cystditeée dans le motif CAAX (décrit
précédemment) en C terminale des protéines estamwoent suivie par une étape
protéolyse pour éliminer les résidus AAX ; une myttion du groupe carboxyle de la
cystéine se produit ensuite pour assurer la fona@protéine [pour exemple voir (Inglese
et al, 1992)].

Chez I'Adénovirus Ad5, la protéine non structurdée100-kDa de la région 4 tardive (L4-
100K) est une phosphoprotéine multifonctionnelle pgrésente une modification post

traductionnelle de type méthylation d’arginine. 1d0K régule entre autre la traduction
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des ARNmM viraux en interagissant a la fois avesdguence tripartite leader (TL) des
transcrits viraux et le facteur d'initiation dettaduction elF4G. Cette protéine contient
trois motifs Arg-Gly-Gly (RGG) suivis par des séques riches en Gly et Arg (GAR) dans
son extrémité C-terminale, ces motifs sont troustész toutes les protéines cibles de la
méthylation d’arginine par les enzymes PRMT de tyygoyuncu and Dobner, 2009).

La protéine Tat d'HIV est également méthylée sue anginine, ce qui a pour effet de
réprimer I'expression de genes du HIV (Boulangéral, 2005). Un des facteurs de
I'élongation de transcription les plus importargsle SPT5. La méthylation de ce facteur
est impliqguée dans la régulation de sa fonctionod@ation transcriptionnelle. Dans le
méme sens, l'inhibition de la méthylation de laitpeprotéine antigene SHDAg du
Hepatitis delta virus(HDV) affecte sa localisation subcellulaire et ibdéh aussi la
réplication du virus (Let al, 2004b). Ces données suggerent que I'inhibitionedgype de

modification post traductionnelle pourrait assunee protection contre certains virus.

8. Phosphorylation

La plupart des processus cellulaires sont régudss dine ou plusieurs voies par la
phosphorylation et la déphosphorylatigiigure 14). Cette modification réversible joue un
réle crucial dans la transduction du signal etdgutation de nombreux aspects de la
fonction cellulaire dans des organismes diversuandd les plantes (Mukherji, 2005).
Depuis sa découverte par Fischer et Krebs (KredsFasther, 1964; Fischer and Krebs,
1966), l'interaction dynamique entre les protékiaases et phosphatases constitue un trés
grand centre d'intérét.

La phosphorylation de protéines est une PTM unelergpour revue voir (Cohen, 2002;
Hunter, 2007; Ribet and Cossart, 2010)]. Elle iompdi des protéines kinases qui
transferent leg-phosphate de 'ATP (plus rarement du GTP) a neidfem aminés (sérine,
thréonine, tyrosine, cystéine, arginine, lysingaaate, glutamate et histidine). Le groupe
phosphoryle est attaché par des liaisons estesériiae, la thréonine et a la tyrosine, des
liaisons amide a I'histidine et la lysine, desdais thioester sur la cystéine et enfin des
liaisons anhydride sur I'acide aspartique et glutam® (Swansoret al, 1994). A pH
physiologique, une addition de phosphate apponie& dearges négatives supplémentaires

sur la protéine.
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Chez les eucaryotes, les phosphorylations prédari@aaconcernent les acides aminés
sérine, thréonine et tyrosine (Hunter, 2007). Lphd&phorylation de protéines met en jeu
des phosphatases (Hunter, 1995; Engh and Bossen&9@&k). Tout comme les autres
PTM, I'état de phosphorylation d'une protéine ihdigis changements de structure et par
conséquent influence son activité, son interacieec d'autres protéines ou biomolécules,
sa localisation subcellulaire et sa stabilité (8tand Walker, 1995; Johnson and Lewis,
2001; Narayanan and Jacobson, 2009).

La distribution des phosphorylations majeures d&dués sérine, thréonine et tyrosine est
respectivement de 86.4, 11.8 et 1.8% chez 'homtm@Oe 22 et 9% chez les bactéries
(Olsenet al, 2006). Dans cas du systeme a deux composamtajvétchez les bactéries et
chez les plantes, la phosphorylation de résiduartp et histidine a été bien caractérisée
et est plus importante gu'initialement décrite (Mlaet al, 2008; Soufiet al, 2008). Ce
processus reversible permet aux cellules de répafidne facon dynamique a une myriade
de signaux. Chez les plantes, la phosphorylatiqou &tre corrélée avec la réaction de
l'organisme vis-a-vis des facteurs internes etregge comme la lumiére, l'invasion de
pathogenes, des hormones, les stress abiotiquemedantempérature et le manque de
nutrition (Hardie, 1999). Le role de la phosphotigia de protéine est devenu rapidement
apparent avec la découverte qu’environ 4 % du génbumain peut coder les protéines
kinases et phosphatases, ce qui représente plisiglliers d'enzymes différentes (Taylor
et al, 1995). Ces protéines constituent généralemenl%,5des genes codés par un
génome type d’eucaryotes (Manningt al, 2002). La surexpression ou le
dysfonctionnement de protéines kinases est soua&stcié a I'apparition de certaines

maladies.
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Figure 14 : Représentation schématique des réactisrde la phosphorylation et de la

déphosphorylation sur les résidus sérine, thréoninéA) et tyrosine (B). Les protéines

kinases et phosphatases catalysant ces réactiarsibées sont indiquées;, Phosphate

inorganique ; ATP, adénosine triphosphate ; ADPg¢nadine diphosphate ; PS/TK,
Protéines Sérine/Thréonine Kinase; PTK, Protéinégrosine Kinase; PPP,
Phosphoprotéines Phosphatases ; PTP, Protéinesiffg/i®hosphatases.

i. Les protéines Kinases (PK)

Un réseau de protéines kinases et phosphatases$ desosignaux de l'environnement
extérieur par les protéines réceptrices et motifieponse de la cellule par I'utilisation de
la phosphorylation des protéines ciblées. L'actiraties cascades de protéines kinases est
le mécanisme majeur par lequel des cellules répundmux changements de
I'environnement extracellulaire. Il semble ausse & mécanisme majeur par lequel les
processus cellulaires discontinus (comme la répdicad’ADN) sont activés et désactivés
(Manning et al, 2002). Dans la majorit¢ des cas, la protéine danast exprimée
constitutivement et activée par phosphorylationtdaphosphorylation ou non), par
déphosphorylation, par un activateur allostéricqgmmme 'AMP cyclique, le 5-AMP, le
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Cc&* ou encore le diacylglycérol), ou la liaison d’'uysmtéine régulatrice (ex : cycline) ou
par leur localisation subcellulaire.
Chez les plantes, les voies de protéines kinagesas par les mitogénes (MAPK) jouent
plusieurs roles dans la transduction du signalpmpris celui de la réponse a des agents
pathogenes, des blessures et les stress abiotitymss. plusieurs classes de kinases sont
impliquées dans les réponses de défense des plaateagents pathogenes sont pergus, ce
qui induit des cascades de signaux et réponsedesmfMundy and Schneitz, 2002;
Rodriguezet al, 2010).
L'annotation actuelle de familles de protéines chAeabidopsisprévoit environ 1055
kinases (en comparaison avec les 518 protéinessdsnadentifieces chez I'homme
représentant 1,7 % du génome), ce qui corresposavigon 4 % des protéines codées.
Arabidopsisne possede pas de génes codant pour des compdsagtandes voies de
signalisation tels que Hedgehog, JAK/STAT, Notchingless, et Receptor tyrosine Ras
kinase mais un grand nombre de protéines récepts€ene/thréonine kinases (receptor-
like kinases, RLK), et des histidine kinases du&ype a deux composants (Champéatn
al., 2004).
Les protéines kinases sont classées selon lewtwsteuet leur séquence (Cheekal,
2002; Cheelet al, 2005), leur localisation subcellulaire (cytosakg ou membranaires) et
I'acide aminé cible (Tyrosine kinases et Sérineébnine kinases). Globalement, ces
protéines sont structurellement reliées entre allesontiennent des résidus conservés
(Hanks and Quinn, 1991; Hunter, 1995; Johnson artieilly, 1996). Le domaine
catalytique conservé se compose d'environ 230-@8dus et a été subdivisé en 12 sous-
domaines, parfois séparés par des grandes ingdlacides aminés (Hanks and Hunter,
1995). Les domaines catalytiques de toutes leséiped kinases semblent avoir des
structures tridimensionnelles semblables et undsitxation de M§' et ’ATP.
Je citerai ici quelques exemples de ces protéimesés.

a. Les protéines Sérine/Thréonine Kinases (PS/TK)
Les Sérine/Thréonine kinases phosphorylent le gnmgmt hydroxyle de résidus sérines
et/ou thréonines spécifiques d’'une protéine dfblgure 14A). L’activité de ces protéines
est sous le contréle d'une ou plusieurs molécuhdsagellulaires comme I'AMPc, le
GMPc, le diacylglycérol (DAG), le Gaet la calmoduline. La reconnaissance entre la
protéine kinase et la cible s'effectwéa des interactions ioniques et hydrophobes) et
concerne dans la majorité des cas une famille detipes substrats (et pas une protéine

unique).
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= Les protéines Seérine/Thréonine Kinases dépendantetes nucléotides
cycliques

Parmi les PS/TK dépendantes des nucléotides cedige trouve la protéine kinase A
(PKA), activée par I'AMPc, qui cible un résidu s@i(rarement un résidu thréonine)
précédé de 2 ou 3 arginines. Cette protéine cytpsolparticipe aux régulations de
nombreux processus cellulaires des voies métalesdjqul’'organisation du cytosquelette et
au contréle de la traduction de I'ARN. Son activatinhibe I'apoptose dans certains types
de cellules (Crosst al, 2000). La PKG, trés similaire a PKA, est actipée le GMPc et
cible un résidu sérine précédé de 2 a 3 Argininelysines. Elle intervient dans la division
cellulaire, la régulation de la relaxation du maesk$se et dans la spermatogenese [pour
revue voir (Shiet al, 2005; Vaandrageet al, 2005; Schlossmann and Desch, 2009)].
Trois classes de protéines kinases C (PKC), deX S¥dpendantes des nucléotides
cycligues sont quant a elles activées par le digynérol (DAG). Ces protéines sont
impliquées entre autres, dans la régulation depréssion génomique, la prolifération
cellulaire (Griner and Kazanietz, 2007; Sawrtnal, 2009). D’autres PS/TK dépendantes
des nucléotides cycliques sont dépendantes du edi@l/calmoduline (CaM kinases).
Elles interviennent principalement dans le métanaod énergétique (Gaines al, 2008;
Swulius and Waxham, 2008).

= Les protéines Sérine/Thréonine Kinases dépendantesde la

cycline (CDK)

Les S/T protéines kinases renferment aussi desipest kinases dépendantes de la cycline
(CDK). Ces protéines interviennent dans la divisiogllulaire, la régulation de la
transcription, la différenciation cellulaire et ihaort cellulaire (Knockaeret al, 2002).
Elles sont nécessaires dans la réplication deiesrtarus comme le HIV-1, HSV-1 et
HSV-2.

* Les "Mitogen-Activated Protein Kinases" (MAPK)
Les "Mitogen-Activated Protein Kinases" ou MAPK sales protéines S/T kinases. Elles
jouent un réle crucial dans la transduction du @igihez les eucaryotes, participent a la
régulation de plusieurs réponses cellulaires conanpeolifération, la différenciation et la
survie cellulaire. Ces MAPK visent une grande warige substrats tels que des protéines
kinases et des facteurs de transcription (Yetnal, 1997). Parmi ces protéines, les kinases
p38, JNK interviennent dans les réponses au stedisdaire.
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Les protéines Seérine/Thréonine Kinases bactériesoes souvent similaires a celles
d’eucaryotes (Lee and Jia, 2009). Notons ici quehlasphorylation de sérine et tyrosine a
été retrouvée dans certaines espéces de bactiudse( 2010).
b.  Les protéines Tyrosine Kinases (PTK)

Les protéines Tyrosine kinases, comme leur nonditjime, phosphorylent le groupement
hydroxyle de certains résidus tyrosine d’'une pra@ible(Figure 14B). Ces protéines TK
sont membranaires ou cytosoliques.

» Les protéines Tyrosine Kinases cytosoliques
Ces protéines sont classées en plusieurs famibe3 Kl cytosoliques : la famille Src
(identifié¢ du virus ‘Rous Sarcoma’) et Abl. Ellesns généralement activées par des
facteurs de croissance et participent aux processlislaires distincts tels que la
différenciation, la division cellulaire, la syntleed’ADN, la migration cellulaire, et leurs
dysfonctionnements induit des maladies telles qsecdncers, des leucémies (Li, 2005) ou
des maladies auto-immunes (Lawrence and Niu, 1998).

= Les protéines Tyrosine Kkinases réceptrices transmeémanaires

"transmembrane receptor-linked kinases"

Les Tyrosine Kinases membranaires présentent [a@igté de récepteurs enzymatiques et
sont activées par un ligand. Ces TK membranairelsient par exemple le récepteur de
I'insuline (Sunet al, 1991) et les récepteurs de nombreux facteursadgsance cellulaire
comme le facteur épidermique de croissance, 'E€tF|le facteur de croissance des
fibroblastes, le FGF.
Chez Arabidopsis environ 630 récepteurs-like kinases (RLK) ont @téntifices et
pourraient étre impliguées dans divers processysiglbgiques et des réponses au stress
(Kameyamaet al, 2000; Kazuhisat al, 2000; Huanget al, 2003). Ces RLK seraient
pour la plupart des sérine/thréonine kinases (@ha Bleecker, 2001; Lehti-Shiet al,
2009).
Des protéines kinases a double spécificité (PSTot)été identifiées chez les plantes et
seraient capables de phosphoryler les résiduseseériinréonines et tyrosines (Festgal,
1993; Aliet al, 1994; Tregearet al, 1996). Certaines protéines MAPK, par exemplet son
activées par double phosphorylation de la thréorina tyrosine dans le motif Thr-Glu-
Tyr (TEY) dans la boucle d'activation (Zhang aned€lig, 2001).

63



Introduction générale

C. Les protéines Histidine Kinases
Cette famille, distincte des autres familles deakes, contient des enzymes qui
fonctionnent chez les procaryotes et les eucarymesne un élément essentiel du systeme
de transduction du signal connu a deux composamtsgqomponent system) qui implique
des protéines histidine kinases qui ne ressembpast aux familles de protéines
sérine/thréonine et tyrosine kinases, que ce aditrenes de séquence ou de structure.
Structurellement, le domaine histidine kinase ajgyara une ancienne famille d'enzymes
qui utilisent I'énergie de I'hydrolyse d'ATP pouéafliser des réactions comme la
topoisomérase Il et la chaperone Hsp90 (Taredkal, 1998; Bilweset al, 1999; Stock,
1999). Des similitudes de séquences restent lisitgFdre les histidines kinases et les
protéines sérine kinases mitochondriales qui phaostent de grands complexes
enzymatiques (Popast al, 1993; Theleret al, 1998).
Le systeme a deux composants est un mécanismegditién de la transduction des
signaux chez les bactéries, les levures, les cliamops et les plantes. Il est constitué d'un
senseur histidine kinase et d’'un régulateur dengpaffectant, par exemple, I'interaction
avec d'autres protéines ou la liaison a I'ADN (Bteical, 2000; Varughese, 2002; Azuma
et al, 2007).
Le senseur kinase histidine est constitué d'un dwmmbl-terminal responsable de la
détection des stimuli, un domaine contenant unidinie acceptrice (un domaine histidine
kinase A, HisKA) et un domaine kinase de liaisoiAaAP (histidine kinase ATPase,
HATPase). Le résidu histidine conservé du domaiisA subit une autophosphorylation
par le domaine HATPase. La plupart des régulatéeng€ponse consistent en un domaine
N-terminal récepteur (REC) et un domaine C-termiefiecteur. Un résidu aspartate
conservé du domaine REC recoit le groupe phosphdalyll'histidine du domaine HiskKA
du senseur histidine kinases qui régule l'actigitédomaine effecteur. Ceci implique une
réaction unique de transfert de phosphate (His-Abkpxiste un autre systéme comprenant
des étapes multiples qui catalysent trois réactitntransfert de phosphate (His-Asp-His-
Asp). Ces réactions de transfert s’effectuent efttistidine phosphorylée d’'un domaine
HisKA et le domaine intermédiaire REC puis le tfarisdu phosphate a une seconde
histidine (HPT, Histidine phospho transfert) et ienfa phosphorylation d'un acide
aspartique du domaine REC du régulateur de rép@tsek et al, 2000; Lohrmann and
Harter, 2002).
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ii. Les protéines Phosphatases

Les protéines phosphatases catalysent la déphgsgutimm de phosphoprotéingBigure

14) et jouent donc un role essentiel dans le mairteeta stabilité entre état phosphorylé et
non phosphorylé d'une protéine. Les protéines phatsses contrélent les mémes
fonctions cellulaires que les kinases et sont éggilen réponse aux stimuli intra et
extracellulaires. Contrairement aux protéines lésases protéines phosphatases sont plus
variées et regroupées en quatre familles struttmmeht et fonctionnellement distinctes
selon leur type de substrat, leurs structures skdm@s et tertiaires (Barford, 1995;
Moorheadet al, 2009).

Tableau 1 :Résumé du nombre et des types de protéines phosphses codées par des
géenes chez Arabidopsis et I'Hommgadapté de (Kerlet al, 2008)].

Famille de Protéine Phosphatase Genes Geénes Humains
d’ Arabidopsis

Famille de Ser/Thr phosphatase PPP 26 13

Famille de PPM (PP2C) 76 18

Superfamille PTP (CX5R) 24 103
Class | PTP (classic) 1 38
Class | PTP (DSP) 22 61
Class Il PTPs (CDC25) 0 3
Class lll PTPs (LMWPTP) 1 1
Asp-based catalysis (DXDXT/V) 23 13
FCP-like 19 8
Famille de HAD (chronophins) 3 1
Famille HAD (EYA) 1 4

Total 149 147
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a. Les protéines Sérines/Thréonine Phosphatases (PPP)
Les sérines/thréonines phosphatases sont desna®téiultimériques (a I'exception des
phosphatases 2C, monomériques) considérées comamé #&Es anciennes et qui
appartiennent a une grande famille distincte dessizes phosphatases (PTP). La famille
PPP, ubiquitaire, est définie par les trois moffSDXHG-,-GDXVDRG- et -GNHE-)
retrouvés dans un domaine catalytique d’environ &36es aminés. Elle comporte quatre
sous-familles, les protéines phosphatases 1 (Ré&lprotéines phosphatases 2A (PP2A),
les protéines phosphatases 2B (PP2B) et les pestéphosphatases 2C (PP2C)
actuellement classées dans la famille PPM (Kadrlal, 2008). Les protéines PP2B sont
absentes chez les plantes qui possedent un plud geenbre de protéines de type PP1 (au
moins 9 genes), PP2A (6 genes), PP2C (76 génesleetiouzaine d’autres phosphatases
(PP4, PP5, PP6 et PP7) (Kinosletaal, 1993; Andreevat al, 1998; Kerket al, 2008).
La phosphatase PPKL appartient a une famille untiugype PP1 possédant un domaine
N-terminal renfermant le motif Kelch répété. La fien PPKL contient 4 protéines
identifiées chezArabidopsis thalianaet la protéine PfRPPidentifiee chezPlasmodium
falciparium Des membres de cette famille ont été identifiés cheautles especes de
plantes, mais a ce jour aucun membre n’a été fiechez les animaux, les champignons
ni chez les procaryotes (Moorheeaidal, 2009).

b. Les Protéines Phosphatases Magnésium-dépendant (PPM
Un isoformeo de PP2C a été identifié et est appelé (PRROuU Protéine Phosphatase
Magnésium-dépendant 1A (PPM1A). Les phosphatasés BB comprennent les PP2C
et le pyruvate déshydrogénase phosphatase, somndgses a Mn/Mg® * spécifiques
des sérines/thréonines (Barford, 1996; Cohen, 1997@z les eucaryotes, elles possedent
11 motifs renfermant neuf acides aminés hautememsarvés, dont quatre acides
aspartatiques. La majorité des déphosphorylatioas pdospho-sérines et phospho-
thréonines fait appel a des PPP et PPM (Moorle¢ad, 2009).
Contrairement aux enzymes de la famille PPP qui somgrande partie conservées dans la
structure primaire chez les plantes et les animi@gx?P2C de plantes partagent une faible
homologie avec celles des animaux (seulement 20-8%déntité au niveau des acides
aminés) et possedent une extension unique N-telenatsente des enzymes animales ou
fongiques (Luan, 2003). Les PP2C de plantes irdanent dans la transduction du signal
ABA, la régulation de la fonction d'au moins quadguécepteurs-like kinases, et elles ont

un réle négatif dans la régulation de voie de MARHKan, 2003).
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c. Les Protéines Tyrosine Phosphatases (PTP)
Les PTP représentent la plus grande famille. Skdors fonctions, leurs structures et la
séquence en acides aminés de leurs domaines itptabjtles PTP sont classées en 4
familles (tableau 1) (Alonso et al, 2004). Ces protéines déphosphorylent principatéme
les phospho-tyrosines et rarement les phosphoeser les phospho-thréonines. Ces
enzymes sont caractérisées par un domaine consenténant un motif C3R ou la
cystéine est essentielle a I'attaque nucléophilglinsphate maintenu par l'arginine. Ces
protéines ciblent des substrats trouvés dans laritgapdes voies de signalisation comme
les récepteurs tyrosine kinases (Tonks, 2006).
Les protéines tyrosine phosphatases de plantesicsumgs ont été découvertes dix ans
apres celles des animaux (Tordtsal, 1988) et ont conduit a des controverses concernan
la phosphorylation des résidus tyrosines chez ggétaux, jusqu’a la découverte des
tyrosines phosphatases et MAPK. La premiére pret8irosine phosphatase (AtPTP1) et
la premiere protéine phosphatase a double spéefAiDsPTP1) ont été caractérisées
chezArabidopsisen 1998 (Guptat al, 1998; Xuet al, 1998) puis chez d’autres especes
végetales (Fordham-Skeltat al, 2002). Les protéines phosphatases a double mpiécif
DsPTP, agissent, comme leur nom l'indique, en gt protéines tyrosine phosphatases
(ou elles sont considérées comme un sous grdtgdeau 1) ou en tant que
sérine/thréonine phosphatases. Elles sont ausablespde déphosphoryler TARNm et les
phosphoinositides (Pattersat al, 2009). Les génomes qui ne codent pas de tyrosine
kinases possedent également tres peu de PTP (Aiadaee Kutuzov, 2008). On recense
103 a 107 PTP dans le génome humain, 24 PTP pegativezArabidopsiset une demi-
douzaine dans la levure. Parmi les 24 génes dali@éte, un seul géne code pour une
protéine tyrosine phosphatase spécifique et leeggbdent pour des DsPTP ce qui laisse
penser que la fonction commune de PTP chez les rymiea concerne la
déphosphorylation a double spécificité (Luan, 20\ effet, chezArabidopsis 22
DsPTP ont été identifiées parmi lesquelles 5 pnetecontiennent un site DSP actif étendu
avec le motif de séquence VHG-®x-SRS-x-AYLM caractéristigue des MAPK
phosphatases (MKP) des mammiferes. La cascade deKMhez les plantes supérieures
et chez les animaux implique ces PTP et DsPTP danggulation des activités
(Mizoguchi et al, 1997; Tenaet al, 2001; Luan, 2003). Leurs protéines cibles sont

généralement retrouvées dans les voies de sigiatisanmunitaire et la voie MAPK
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(Jeffreyet al, 2007; Bartel®t al, 2010) et chez les régulateurs du cycle cellul@erk et
al., 2008; Moorheaet al, 2009).

d. Aspartate Based Phosphatases (Asp-based PTP)
Les aspartate based phosphatases (Asp-based RPURPRNp €galement étre classées dans
le groupe des PTP, sont caractérisées par un nséoamiatalytique différent basé sur une
signature de l'acide aspartique (DXDXT/V). Coneaient a la plupart des autres
membres de la famille PPP, la spécificité de lafion est acquise grace a l'addition de
domaines a l'unité de catalyse, et non par I'asdimi avec d'autres protéines. Un domaine
commun supplémentaire est le domaine BRCT, qui fpeuttionner en dirigeant ces
phosphatases vers des substrats phosphorylés (&mbet al, 2009). Elles incluent
également HAD (Haloacid Dehalogenase) (Moorheadl, 2009). Ces protéines sont
spécifigues des phospho-tyrosines et des phosphesé et interviennent dans
I'organogenése (Let al, 2003; Tootleet al, 2003; Jemc and Rebay, 2007).
Selon leur substrat, des études citent égalemepihlesphatases a lipides qui interviennent
principalement dans l'initiation des voies de sigaion (Brindley, 2004), les histidines
phosphatases impliquées dans le métabolisme et @ameodulation des voies de

signalisation (Rigden, 2008).

lii. Importance de la phosphorylation

a. Importance
Les protéines cibles peuvent disposer d’'un ou dmsiglrs sites de phosphorylation.
Certaines de ces phosphorylations peuvent serviégidateur de la ou des fonctions des
protéines, en influencant leur stabilité (Fuaktsal, 2000) et leur dégradation par le
protéasome (Kingt al, 1996; Bibby and Litchfield, 2005), leur localigat subcellulaire
(Brunet et al, 2001), la formation de complexes protéiques (honooi
hétéromultimérisation) (Pawson and Scott, 19975208e liaisons aux acides nucléiques
ou encore pour moduler une activité transcriptiden@hi et al, 2001; Holmberget al,
2001).
La régulation par phosphorylation de la fonction mtetéines peut étre illustrée par
I'exemple du proto-oncogéne humain c-rel (codantrpme protéine de la famille MB).
Le remplacement de la serine 471 par un aspartateant I'état phosphorylé de REL,
réduit son pouvoir transformant mais favorise spac#é a activer la transcription

(Starczynowsket al, 2005).
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De nombreuses kinases sont régulées par la phgdmiam d'un ou plusieurs résidus clés
au sein de leur segment d'activation, une régia2Odi 40 résidus situés dans le grand lobe
de la protéine kinase (Nolex al, 2004; Pikeet al, 2008).

La multiplicité des événements de phosphorylatianlas complexes d'initiation suggére
que la phosphorylation joue un rdle central dansdetréle du niveau de la synthese
protéique. La phosphorylation de facteurs d'indgmtvarie au cours de la croissance
cellulaire et du développement des organes. Clgearianaux et les plantes, les facteurs
elF2, elF4E, elF4A et elF4B sont hyperphosphorylées de stress. Selon le type de
facteur d'initiation et des conditions environnetates, la phosphorylation a différents
sites peut se traduire soit par une augmentatmhpar une diminution de la traduction
des protéines (Pierrat al, 2007). De nombreux virus manipulent le contrés doies de
la traduction cellulaires pour leur propre besoMolir, 2006). Chez les animaux,
I'activation de la protéine PKR par linterféronrmuit a la phosphorylation d’elB2qui
inhibe la traduction (Gunnery and Mathews, 1998).drotéine Tat d’HIV1 est connue
pour détourner ce systeme antiviral en interagisaaec le domaine de fixation a 'ARN
de PKR pour empécher la phosphorylation de @lfRrand et al, 1997; Gunnery and
Mathews, 1998). La phosphorylation de protéinedeaHIV-1 par la CDK2 est nécessaire
a la transcription du RNA viral (Ammosoed al, 2006).

De telles régulations sélectives par phosphorylapeuvent aussi activer la rétention
cytoplasmique, I'import ou I'export nucléaire deof@ines (Hunt, 1989; Forbes, 1992;
Whiteside and Goodbourn, 1993) comme cela a ététdemur la protéine Dorsal de
Drosophile (Rotret al, 1989), de la protéine NfB de mammifere (Keret al, 1991), de

la protéine SWI5 de la levure (Modét al, 1991) et pour la protéine p53, régulée par
plusieurs types de modifications traductionnellesntd plusieurs événements de

phosphorylation (Cox and Meek, 2010). Ces processus également au cceur de la
reconnaissance et de la défense des cellules destpathogénes.

Chez les animaux, le facteur de transcription STAWLmMeédiateur de la réponse cellulaire
a l'interférona, est impliqué dans la réponse a plusieurs cytskatdacteurs de croissance.

Il est activé par les récepteurs de cytokines, kilesses de la famille JAK. La protéine

STATL1 est phosphorylée et forme un dimere qui pénéans le noyau et déclenche la
transcription de ses cibles (Najjar and Fagardpp0Qertaines proteines virales comme la
phosphoprotéine P dieaslesvirus (MV) inhibent la phosphorylation de STAT1 et

bloquent ainsi sa fonction (Devaexal, 2007).
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Chez les plantes, lors d'infection par les pathegera reconnaissance des produits de
géenes d’avirulence de pathogénes par les prodeitgehes de résistance induit une
réaction de défense dite hypersensible (épaiss&sgede la paroi cellulaire, production
d'espéces réactives de l'oxygene, expression dessgde défense et mort cellulaire
programmeée locale). Plusieurs produits de genesdsistance et d’avirulence sont des
protéines kinases, des protéines phosphatasessooratéases dirigées contre les kinases
et les phosphatases. Ceci implique un rbéle majeurlad phosphorylation et/ou la
déphosphorylation dans la régulation de l'infectar le pathogéne ou dans la régulation

de la réponse de défense par la plante.
b. Phosphorylation des protéines virales

Chez les virus, la phosphorylation d’'une ou plusiquotéines est essentielle a leur cycle
de vie. Pour illustrer ce concept, plusieurs exespht été tirés de la littérature.

= Virus a ARN de polarité négative
Les virus de la familleRhabdoviridaecomme leWheat rosette stunt viruBVRSV, un
phytovirus) et le/ascular stomatitis virugvSV, Vesiculovirug partagent une organisation
génomique comparable (exception faite de la pretéi@ mouvement retrouvée chez le
phytovirus) et possedent un génome a ARN simple @e polarité négative. Parmi les
protéines codées par ce virus, on retrouve la plupsptéine (P) qui fait partie intégrante
du complexe « RNA-dependent RNA polymerase » (Rd®g (Banerjee and Barik,
1992). La phosphorylation de résidus situés dandoi@aine N-terminal acide de la
protéine P module sa multimérisation et permetdanétion d’'un complexe avec la
polymérase virale (L) qui sera dédié a l'activitanscriptionnelle de L, c’est a dire la
synthése d’ARNm viraux (Dagt al, 1995; Gao and Lenard, 1995a, b; Lenard, 1999). La
phosphorylation de résidus dans le domaine C-taminest quant a elle essentielle a
l'activité de réplication optimale de 'ARN polynase du VSV (Pattnailet al, 1997;
Hwanget al, 1999).
La protéine P du WRSV est également nécessawiro pour l'activité RdRp virale (Sun
and Gong, 1988) et pourrait constituer, comme darss du VSV, l'une des sous-unités
de 'ARN polymérase virale (Xiet al, 2003).

= Virus a ADN double brin
Dans le cas de l'antigéne T (T-Ag) @&mian virus 40(SV40) (Janset al, 1991), la
phosphorylation de la serine 120, tout comme le étisme de son état phosphorylé par
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une substitution S D, augmente I'efficacité de sa reconnaissance’papdrtine a, grace

a une meilleure exposition de son NLS (X&al, 1997; Jansgt al, 2000).
Le Cauliflower mosaic virugCaMV, Caulimoviridag, un phytovirus a ADN double brin
circulaire, code pour une protéine pré-capside [TRE 489 acides aminés. Plusieurs
clivages produisent trois principaux types de pnet® de capside, CP44, CP39, CP37 qui
partagent la méme séquence centrale, mais diffél@mé leurs extrémités. La protéine
CP44 est phosphorylée par la kinase CKIl en N--eg¢r@inal sur plusieurs résidus sérines
et thréonine, et la phosphorylation d'au moins de®sérines S82, S86, S88 en N-terminal
semble étre essentielle pour linfection virale (fh@z-lzquierdo and Hohn, 1987,
Chapdelaineet al, 2002). D’autres phosphorylations sont égalemedtessaires a
I'infectivité du virus (Champagnet al, 2007).

= Virus a ADN simple brin
L'utilisation du programme Netphos 2.0 a permidditification de sites potentiellement
phosphorylables (15 sérines, trois thréonines ettwrosine conservées) sur la protéine de
mouvement MP (ou BC1) deAbutilon mosaic virugAbMV, Begomovirus (Kleinow et
al., 2008). La phosphorylation de la MP a été conferdans la levure et dans la plante
(Kleinow et al, 2008; Kleinowet al, 2009). Le remplacement de trois de ces sitesi@ar
alanines ou des acides aspartiques a révélé qmsphorylation de ces résidus influence
le développement des symptémes et I'accumulatidiA@N viral (Kleinow et al, 2009).
D’autres protéines virales ddegomovirusnteragissent avec des protéines kinases. C’est
le cas de la phosphoprotéine, activateur de lasd¢rgstion (TrAP ou AL2, un suppresseur
de silencing) dd'omato golden mosaic viryg GMV). Lorsqu’elle est exprimée dans des
cellules d'insectes, la phosphorylation de TrARIk€ga localisation nucléo-cytoplasmique
et son interaction avec une adénosine kinase quinté une voie de signalisation
impliquée dans la défense antivirale (Harétzal, 1999; Wanget al, 2003). De la méme
maniere, la phosphoprotéine NSP (nuclear shuttiéejpr ou BV1) duCabbage leaf curl
virus (CaLCuV, Geminivirug facilite le transport intracellulaire de 'ADNrai entre le
noyau et le cytoplasme et est impliqguée avec la (BE1l) dans le mouvement
intercellulaire. Elle interagit spécifiqguement awiss protéines a leucine-rich-repeat (LRR)
receptor-like-kinases (RLK4)RR-RLKS, [NIK1, NIK2 et NIK3 (pour NSP Interacting
Kinase)] (Fonteset al, 2004; Marianoet al, 2004) et avec une protéine proline-rich
extensine-like receptor kinase (PERK) (Florentetoal, 2006). La NSP n’est pas un

substrat pour les NIK et cette interaction inhilaetlvité kinase de NIK1, 2 et 3, mais pas
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celles d'autres kinases, suggérant leur implicateors les réactions de défense antivirale et
la NSP comme jouant un réle de facteur de pathoigér(Fontest al, 2004) Cependant,
la NSP est régulée positivement par une phosphanylanédiée par PERK (Florentired
al., 2006). De telles interactions sont retrouvées aiautresGeminiviruset suggerent
gu’elles jouent un réle crucial lors de I'infectiendu développement des symptémes.

»= Virus a ARN de polarité positive
Comme nous l'avons vu précédemment pour les pegéle mouvement de Geminivirus,
différentes protéines de mouvement virales (MPYyides a ARN+ existent sous forme de
phosphoprotéines dans les cellules végétales etékat de phosphorylation détermine
leurs fonctions (Waigmanet al, 2004). On peut citer celles diomato mosaic virus
(TMV) (Kawakamiet al, 1999; Matsushitat al, 2000), duPotato leafroll virus(PLRV)
(Sokolovaet al, 1997), mais le réle de la phosphorylation dantulation de l'activité
de transport de MP a surtout été largement étutke & virus de la mosaique du tabac
(TMV; Tobamoviruy (Watanabest al, 1992; Haleyet al, 1995).
La protéine MP du TMV posséde trois sites de phoggation en C-terminal
phosphorylésn vitro etin vivo par des kinases associées a la paroi cellulaitevgRy et
al., 1993; Waigmanret al, 2000). La phosphorylation de MP pourrait jouerréte de
transition entre la réplication, la traduction &tpropagation virale (Karpowet al, 1997;
Karpovaet al, 1999). Des expériences de mutagenése dirigéedinsant des phospho
mimétismes sur des acides aminés cibles de phodation ont conduit a 'altération du
mouvement viral de cellule a cellule dans la plamite Nicotiana tabacunctar les MP
perdent leur capacité a atteindre les plasmodegwiaggmannet al, 2000; Trutnyevaet
al., 2005). De la méme maniére, la Thréonine 104 déRadu TMV est phosphoryléa
vitro etin vivo par une activité ER-kinase associée. Un mutanto#Asp, mimant I'état
phosphorylé, est fortement inhibé dans son mouveneellule a cellule, suggérant que
la phosphorylation de la thréonine 104 inhibe lactmn de la MP ou sa conformation.
Cependant, il N’y a pas de preuve directe d’'unesphorylation de Thgss qui pourrait
toutefois survenir transitoirement vivo (Karger et al, 2003). En effet, si une
phosphorylation conduit a I'amélioration de la adigade transport du virus, de multiples
phosphorylations ont un effet négatif sur le tramspWaigmanret al, 2000; Trutnyevaet
al., 2005). La MP dd omato mosaic tobamoviroMV) est phosphorylée (Kawakarei
al., 1999) et semble renforcer la stabilité de lagirgin vivo. Cette phosphorylation est

importante mais pas nécessaire pour la fonctiola geotéine et elle pourrait jouer un role
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dans la régulation de la localisation subcelluladee la MP (Kawakamiet al, 1999;
Kawakamiet al, 2003; Waigmaniet al, 2004).

Les Potyviruscodent pour plusieurs protéines multifonctionre(lRIRP) associées dans le
transport du virus de cellule a cellule. Ces pra@eiMRP incluent la protéine de capside
(CP), la protéase (HC-Pro), la protéine d’inclusmyindrique (CIP), et la VPg [pour
revue voir (Reverset al, 1999). Les protéines CP et VPg Botato virus A(PVA,
Potyvirug sont phosphorylées par une Sérine/Thréonine &in&K2) de Nicotiana
tabacum La phosphorylation de la CP du PVA inhibe satfom a I’ARN in vitro et
régule probablement la fonction de CP dans le moewt de cellule a cellule et dans la
régulation du cycle viral (lvanogt al, 2001; Ivanowet al, 2003). La protéine de capside
du Plum pox virugPPV, Potyvirug est phosphorylée mais aus¥iglycosylée. Ces deux
modifications semblent jouer un réle dans la ré&ipmade la protéine de capside
(Fernandez-Fernandetz al, 2002).

Les virus du genré@otexviruscodent trois protéines impliquées dans le mouvérden
cellule a cellule appelées “triple gene block”, TGBGB2, TGB3. Ces trois protéines
avec la protéine CP sont responsables du mouverirahtLe réle de la phosphorylation
de la protéine TGB1 par des protéines kinases detgd de tabac n'a pas encore été
déterminé mais, la encore, elle pourrait intervel@ns la régulation d’'une ou plusieurs
fonctions de cette protéine multifonctionnelle (Modet al, 2008).

Comme dans le cas des virus a ARN-, la phosphaylates RdRp de virus a ARN+ joue
un réle majeur dans la régulation de la réplicattonle. En effet, ces phosphorylations
peuvent reéguler les interactions entre les progtumales et des partenaires cellulaires au
sein du complexe de réplication, la stabilité destgines impliquées dans la réplication
virale, les interactions protéine/ARN, ou encore ftanction catalytique de I'ARN
polymérase ARN-dépendante [pour revue voir (Jakudie Jupin, 2007)].

L’ Hepatitis C virus(HCV, Flaviviridae, Hepacivirug, un virus a ARN simple brin de
polarité positive code pour une polyprotéine clivée protéines structurales et non
structurales, dont la protéine NS5B qui contient motif « RNA-dependent RNA
polymerase ». NS5B interagit avec la kinase PRKat¢n kinase C-related kinase 2) qui
la phosphoryle (Hwangt al, 1997; Kimet al, 2004) et régule positivement la réplication
de I'ARN viral (Kim et al, 2004). De méme, I'hyper-phosphorylation par Euss
protéines kinases de NSAS5, une autre protéine tmctgrale, intervient indirectement

dans la régulation de la réplication virale en madul'interaction de NS5A avec hVAP-A
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(human vesicle-associated membrane protein-assedciatotein A) essentielle pour la
réplication virale (Evanst al, 2004; Huanget al, 2007).

La phosphorylation de la protéine de réplicatio pi8i Cucumber necrosis tombusvirus
(CNV) est nécessaire a la réplication du CNV cér glodule les interactions protéine-
protéine et protéine-ARN de la réplicase viralel@ic la pathogénicité virale (Shap&a
al., 2005; Storket al, 2005). Dans le cas d@€ucumber mosaic virugCMV,
Cucumoviru} la phosphorylation de la protéine polyméraséRiRp) inhibe la formation
du complexe de réplication en bloguant l'interactemtre la protéine 2a et 1a (Kieh al,
2002).

La phosphorylation de la RdRp de 66K durnip yellow mosaic viru¢TYMV, famille
Tymoviridae genre Tymoviru3 intervient dans les différentes étapes du cydlal v
(Hericourtet al, 2000; Jakubieet al, 2006). Si la phosphorylation des résiduse] et
Seg intervient sur le niveau d'accumulation de la pr@é66K, la phosphorylation de
Segys serait impliquée dans le contrble de la synthe@skARN (Jakubiecet al, 2006).

La phosphorylation de Tkyet Sego, localisés dans une séquence appelée PEST, riche e
résidus proline (P), acide glutamique (E), sériBedt thréonine (T), an effet négatif sur
l'accumulation de la réplicase. Les séquences Rie83tituent des signaux conditionnels
pour la dégradation de protéines par le proteastBegRogeret al, 1986; Marchakt al,
1998). La phosphorylation de Ehret Seg, pourrait activer le signal PEST controlant la
stabilité de la protéine (Hericoudt al, 2000; Jakubieet al, 2006). Cependant, la
présence de la protéine 140K constitutive de lficage virale, inhibe la phosphorylation
des résidus Thx et Sego, en masquant ces sites de phosphorylation. Lgpploogation de

la sérine 326 constitue quant & elle un procesgusndique, agissant probablement comme
un régulateur de la réplication virale, comme lentrent les mutantss&A et SoeD, tous
les deux ont diminué la réplication du génome (Jakubiecet al, 2006).

Ces différents exemples illustrent parfaitementréée des phosphorylations dans le
contréle de la stabilité et de la fonction de praé non structurales virales (réplicase, MP,
MRP).

V. Addition de polypeptides

Ce type de PTM concerne l'ubiquitination des proéiet les modifications comparables a
I'addition d’ubiquitine : la rubylation, la sumoylan qui font partie des ubiquitin like

(UBL). Ces moadifications induisent des modificasostructurales et fonctionnelles plus
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complexes que la phosphorylation et ajoutent defaces moléculaires permettant de
nouvelles interactions protéine-ligand (Schlesinged Bond, 1987; Seet al, 2006). Il
existe quatre sous-familles d’UBL fonctionnellesezhles plantes : SUMO (small
ubiquitin-related modifier), RUB [related to ubitjni orthologue de NEDDS8 (neural
precursor cell expressed, developmentally downletgd 8)], et ATG8 et ATG12
(autophagy 8 and 12) (Miura and Hasegawa, 2010nre® chez les autres eucaryotes, les
UBL chez les plantes sont impliquées dans de namlgpeocessus biologiques essentiels
tels que la régulation du cycle cellulaire, la ssaince et le développement (Bassham,
2007; Miuraet al, 2007). Les protéines UBL sont constituées de I8Gacides amines.
Elles partagent avec l'ubiquitine la méme structiemiaire de typeB-GRASP B-Golgi
reassembly stacking protein) et un mécanisme smmilde conjugaison par le groupe
carboxyle C-terminal (Kerschet al, 2006; Hochstrasser, 2009).

1. Polypeptide RUB

Les RUB sont des peptides de 76 acides aminés qmds®2 a 63% didentité a
l'ubiquitine. La rubylation est essentielle pouctaissance végétative et le développement
embryonnaire chez les plantes (Miura and Haseg&040) et est impliquée dans
l'autophagie responsable de la dégradation deéipestet les organites afin de recycler les
éléments nutritifs dans les plantes. La mort caital autophagique, en plus de son role
dans le développement, contribue a la réponse $gpsible de l'immunité innée de
plantes (Bassham, 2009; Hofiasal, 2009; Nakatogawat al, 2009). La rubylation de la
Cullin permet de dissocier linhibiteur CAND (cullassociated and neddylation-
dissociated) et I'association de SKP1 et la pretéiibox a la Cullin (Lechnest al, 2006)

et régule un mécanisme de conjugaison de I'ubimgiifvoir plus loin). L'activité peptidase
du signalosome COP9 (CSN), en particulier la souUCSN5, assure la dérubylation
chezArabidopsis(Wei et al, 2008).

2. Polypeptide SUMO

La protéine SUMO (small ubiquitin-related modifiappartient a la famille ubiquitine-like
protéine (UBL). Le peptide SUMO est traduit comnme pré-protéine qui subit un clivage
par une SUMO protéase (une C-terminal hydrolase)egpose un résidu glycine a

I'extrémité C-terminale. La SUMOylation implique afue réactions enzymatiques médiées
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par des SUMO protéases ULP (ubiquitin-like protepss les enzymes E1, E2 et E3
(Johnson, 2004; Kerschet al, 2006) qui ménent a la formation d'un lien isotmpentre

la glycine C-terminale de SUMO et le groupe amihm désidu lysine de la protéine cible
(Figure 15). La SUMOylation est une modification réversibley effet, les substrats
modifiés sont soumis a dé-SUMOylation par l'acévisopeptidase de protéases SUMO,
fournissant ainsi un mécanisme de régulation ingpodmpermettant de contréler la quantité
de substrat modifié et la disponibilité de proté®EMO (Mukhopadhyay and Dasso,
2007; Lois, 2010). Malgré la structure et le mésar@ de conjugaison communs, Ub et
SUMO montrent des différences significatives. SUMORtrairement a Ub, ne cible pas
les protéines pour la dégradation. Toutefois, depavertes récentes dans la levure et les
cellules humaines ont montré que la SUMO peut@gimme un signal pour le recrutement
des ubiquitine ligases E3, ce qui conduit a I'ubiation et la dégradation de la protéine
modifiée (Geoffroy and Hay, 2009).

I!I El,E2, E3

ATP

SUMO protéases

Figure 15: Représentation de la SUMOylation d'uneprotéine. Les enzymes E1,
enzyme d’activation ; E2, enzyme de conjugaison; dfzyme de ligation, permettent la
formation d’une liaison spécifique entre la glycii@® de la protéine SUMO et une lysine
de la protéine cible qui est présente dans un nuairisensus¥, un acide aminé
hydrophobe large ; K, la lysine modifiée ; X, uridecaminé quelconque ; E, un acide
aminé glutamique. ATP, adénosine triphosphate.
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La séquence consensus de SUMOylation correspoPXE (ou ¥ est un acide aminé
hydrophobe large, K est la lysine modifiée, X uirdaaminé quelconque et E est I'acide
aminé glutamique). Cependant, certaines protéindd@ylées ne contiennent pas cette
séquence exacte, comme les protéines HIPK2 et @al&3/ure (Yelet al, 2000).

De nombreuses cibles de SUMOylation correspondetgsaprotéines nucléaires dont la
protéine RanGAP (localisée dans le noyau et dartytigplasme) est la premiere cible
SUMOylée identifiee en 1996 (Maturés al, 1996; Mahajaret al, 1997; Mahajaret al,
1998). Elles ont des rdles importants dans la edguil de la transcription, la structure de
chromatine et la réparation d'’ADN (Johnson, 2004. SUMOylation influence la
structure, la fonction et la localisation de pmo&& substrat dans les compartiments
cellulaires [pour revue voir (Gill, 2004)]. Elle péme l'activité des activateurs de
transcription (Gill, 2003), modifie les histonesflience la réparation d'’ADN (Mullest

al., 2004)et la progression du cycle cellulaire (Hay, 200%). niveau moléculaire, la
SUMO peut masquer une surface d'interaction spg@@favec d'autres molécules comme
des protéines ou I'ADN, elle peut constituer undase d'interaction supplémentaire. Des
données récentes suggerent que plusieurs maladiaarit l'infection par des pathogenes,
le cancer et des troubles neuro-dégénératifs sagsuiciées a une SUMOylation.

Chez les plantes, la SUMOylation intervient darssneécanismes de défense, de réponses
aux stress abiotiques, le contréle de la signabisal’acide abscissique, la floraison et le
développement de graine. Les mécanismes moléaulainelesquels la SUMO régule ces
processus biologiques ne sont pas connus (Loi€))2ChezArabidopsis 9 SUMO et 13
ULP ont été identifiés (Kurepet al, 2003; Murtaset al, 2003). Trois approches ont été
principalement utilisées afin d’identifier les @bl de la SUMOylation : les analyses de
prédiction, la recherche des cibles d’E3 ligasda ptrification biochimique (Lois, 2010).
Un nombre réduit de cibles a pu étre identifie. €ibkes sont des facteurs de transcription
ou participent aux processus liés a I'ARN/ADN, cai geste compatible avec la
localisation nucléaire prédite de la plupart desjugués endogénes. La ou les
conséguences fonctionnelles de SUMOylation de o&gipes restent inconnues (Saracco
et al, 2007).

Certaines protéines virales inhibent la SUMOylatitencibles spécifiques ou modifient le
mécanisme de SUMOylation (Boggio and Chiocca, 208@ymi ces protéines virales,
Gaml, une protéine d’Adenovirus aviaire, cible 2¢gne E1 SUMO en induisant le
recrutement de I'hétérodimeére SAE1/SAE2 au compléxguitine ligase (Cul2/5-EloB/C-
Rocl) conduisant a la dégradation par le protéasoen&SAEL (Boggioet al, 2004;
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Boggio et al, 2007). Cette séquestration de la machinerie dd@Wation conduit a une
dé-SUMOylation des protéines de I'hote.

La protéine Rep (AC1l ou AL1) de plusieurs geminigiry compris leBegomovirus
bipartite Tomato golden mosaic viruld GMV) et le BegomovirusmonopartiteTomato
yellow leaf curl Sardinia virugTYLCSV) interagit avec une protéine ddicotiana
benthamiangNbSCE1) homologue de I'enzyme E2-SUMO-conjugald&C9. NbSCE1
conjugue SUMO mais pas l'ubiquitine (Casti#dbal, 2004). Il n’est pas encore établi si la
protéine Rep/RepAC1 est un substrat de SUMOylatiais trois sites potentiels de
SUMOylation sont situés dans des domaines fonosisniconnus. Puisque les effets
biologiques de SUMOylation sont tres divers, etsque les mécanismes et les voies de
signalisation impliquées dans la plupart d'entr& estent obscurs, il est difficile de
suggérer une simple hypothése qui expliquerait Gle@ pour linteraction entre Rep et
NbSCE1 (Castillet al, 2004).

3. Polypeptide UBIQUITINE

L’'ubiquitine (Ub) est une petite protéine de 76dasi aminés hautement conserveés,
"ubiquitaire" dans le regne eucaryote. La séquaencacides aminés d’'Ub est identique
chez toutes les plantes supérieures et varie d& tmois résidus chez les animaux et la
levure. L’ubiquitine est associée de facon covaleat des protéines d'une maniere
dépendante de I'ATP. La poly-ubiquitination d’unbkle concerne l'addition d’au moins
quatre molécules d'ubiquitine enchainées au nidealeur Lygs et marque généralement
la protéine pour sa dégradation (Cheual, 1989; Throweret al, 2000). La mono-
ubiquitination et des multi-ubiquitinations (moids quatre ubiquitines attachééBigure

16) sont des phénoménes réversibles et modulentvitécties protéines, leur localisation
ou des interactions entre protéines (Springaal, 1999; Hicke, 2001; Hoegs al, 2002;
Schnell and Hicke, 2003; Shi and Kehrl, 2003; Senalhd Vierstra, 2004; Zhoet al,
2004; Jacksoet al, 2010; Selvarajah and Moumen, 2010).
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Figure 16: Représentation schématique de protéinesmonobiquitinée (A),
multiubiquitinée (B) et polyubiquitinée (C).

La mono-ubiquitination de protéines membranairesimportante pour la localisation
endosomale, sur membranes plasmiques ou lysosonkalgslus de Lysg, les six autres
lysines présentées surfigure 17 (Ke, K11, K27, Kag, K33 et Ks3) de I'ubiquitine peuvent
étre utilisées pour d'autres types de polyubigaitom et fournir des topologies différentes
et donc des fonctions spécifiques (Arnason anddtili 1994; Xu and Peng, 2006; Xu

al., 2009a; Xuet al, 2009b). La polyubiquitination impliquant Lysest retrouvée dans la
modulation d'activité de protéines, la réponsetess, et la réparation des dommages de
I'ADN [pour revue voir (Hoegeet al, 2002; Shi and Kehrl, 2003; Zhcet al, 2004;
Selvarajah and Moumen, 2010)].

La famille des genes Ub Afabidopsis thalianaenferme 14 membres répartis en trois
types de genes Ub : (1) cing sont des "poly-ubigujenes" (BQ3, UBQ4, UBQ10,
UBQ11 et UBQ14 ; (2) cing sont des “ubiquitin-like genes”, cds iprésentent des
substitutions d'acides aminés ou des insertior&idak d'acides aminés dans au moins
une des ubiquitines réepété&tBQ7, UBQS, UBQY, UBQ12tUBQ13 ; et (3) quatre sont
"ubiquitin extension genes'UBQ1, UBQ2, UBQ5et UBQ6) dans lesquels la région
codante est fusionnée a l'un des deux génes déSina® ribosomiques (52aa et 8laa)
(Schlesinger and Bond, 1987; Caldisal, 1990; Calliset al, 1995; Wing, 2003).

Ces différentes protéines Ub sont libérées desupmodie traduction initiale par des

enzymes de dé-ubiquitination (Wing, 2003).
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Gly76 Gly76 . C

Figure 17 : Structure tridimentionnelle de l'ubiquitine (Vierstra, 2009) Les sept
résidus lysine (Lys) pouvant étre ubiquitinylés lat position de la glycine (Gly76)
impliquée dans la liaison a la protéine cible sodiqués.

i.  Ubiquitination

La dégradation des protéines (protéolyse) est uyemade contrdle fonctionnel de
protéines. Le lysosome est connu pour son rble dandégradation des protéines
intracellulaires. Cependant, un mécanisme de dégosdsélective des protéines ATP-
dépendant a été découvert et nommé protéasomeajaaitid des protéines destinées a la
dégradation est marquée par l'ubiquitine et adeesaé protéasome. Dans ce systéeme,
l'ubiquitine (Ub, 76 acides aminés), est attacki&eun lien iso-peptidique entre son
extrémité carboxyle et le groupe amine d’'une lyginésent sur une protéine cible pour
réguler sa fonction ou pour sa destruction pardéééasome 26S (Vierstra, 1996; Hershko
and Ciechanover, 1998; Passmore and Barford, 2@dalle and Vierstra, 2004,
Welchmarnet al, 2005).

Les protéasomes sont retrouvés dans toutes lageseucaryotes et constituent jusqu'a
2% des protéines cellulaires. Un protéasome 26Suresjrand complexe oligomérique

composé de plusieurs sous-unités protéases ATRwdépies, qui reconnait et dégrade les
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protéines contenant une étiquette constituée diuteession d’au moins quatre poly-
ubiquitine (Vogeset al, 1999; Hanna and Finley, 2007). Il est composélel#x sous-
complexes, un noyau de protéase 20S (CP) de foyhimalicque limité a chaque extrémité
par un couvercle et une base 19S (RRgure 18). CP contient un domaine catalytique
ATP-indépendant et RP, dépendant de 'ATP, et genfi@e spécificité pour les protéines
poly-ubiquitinylées. Le couvercle est assemblé @irpa'au moins huit sous-unités
coordonnées qui éliminent la chaine ubiquitine dbsgat protéique et dirigent les
protéines vers CP pour la dégradation €Fal, 2001; Gallastegui and Groll, 2010).
L’étiquette poly-ubiquitine est clivée par des emeg de dé-ubiquitination et la protéine
est dépliée et activement transportée vers la creangmtrale du noyau 20S. Cette derniere
est formée de deux structures toriques externass{soitéso) et de deux structures
toriques centrales (sous-unit@¥ qui possedent des activités protéolytiques quitvo
dégrader aléatoirement la cible en courts peptiflpees I'hydrolyse, les peptides sortent
de la chambre catalytique (letial, 2001; Yanget al, 2004; Santner and Estelle, 2010).

Protéasome 26S

TiBS

Figure 18: Le protéasome 26S (Gallastegui and Gipl 2010) est représenté
schématiquementavec un noyau protéasique central (CP), constiéusods unités etf,

et de deux parties régulatrices (RP) situées aurérakés de CP. Le rectangle bleu
souligne l'entrée des pores formés par les segnienia queue N-terminale des sous-
unitésa (en rouge).
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Il faut préciser ici gu’un certain nombre de progs sont dégradées par le protéasome 26S
de maniére indépendante de l'ubiquitination [poevue (Orlowski and Wilk, 2003;
Kurepa and Smalle, 2008)]. Le protéasome intervégalement lors de processus appelés
regulated Ub/proteasome-dependent processing (R&¥gntiels pour la fonction de
certains facteurs de transcription [pour revue (Rape and Jentsch, 2004)].

Les protéines ciblées par ce systéme sont desimstéle courte durée de vie, dont
beaucoup sont des protéines régulatrices contr@gaepartie par leur synthése et leur
dégradation rapide. Il concerne également des ipestéqui ne sont pas correctement
synthétisées, suite a des erreurs lors de la tiaduou a la présence de mutations
génétiques, mal repliées ou encore endommagées uin stress oxydatif. De telles
protéines peuvent affecter le fonctionnement caillal normal, en particulier chez les
plantes dont les cellules ne se divisent pas astgezpour diluer les concentrations
toxiques de telles protéines. La protéolyse ppeicdgalement au recyclage des acides
aminés nécessaires a la croissance. Les plantepaibles d’échapper a des modifications
d’environnement défavorables parce qu’immobileslisent le systéme ubiquitine-
protéasome (UPS) pour moduler presque tous lesctasmie la croissance et du
développement comme le cycle cellulaire, 'embryagge, la signalisation hormonale, la
sénescence, la défense contre les pathogénesréptases vis a vis de l'environnement
(Vierstra, 2009).

ii. Le systéeme ubiquitine-protéasome (UPS)

L’analyse du génome Arabidopsisrévele que plus de 6% du protéome participe
directement a 'UPS qui ciblerait des milliers detgines [pour revue voir (Vierstra, 2003;
Smalle and Vierstra, 2004; Vierstra, 2009)].

L’ubiquitination implique trois composants protégguprésentés sur Egure 19. L'étape
initiale est Il'activation de l'ubiquitine par lagtéine Ub-activatrice E1, qui transfere le
groupe ubiquitine a la protéine de conjugaison E2-¢onjugating). L'Ub-protéine ligase
E3 transfere ensuite l'ubiquitine sur une lysine laleprotéine cible [pour revue voir
(Vierstra, 2003; Smalle and Vierstra, 2004; Fin2§09)]. L'ensemble de ces réactions est
deétaillé plus loin dans ce chapitre. Certain chap&mmoléculaires peuvent intervenir et
faciliter la dégradation de protéines mal replifgeair revue voir (McClellaret al, 2005)].

On peut citer I'exemple de la protéine de choc rttigne Hsp70, nécessaire a la
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dégradation de certaines protéines mal repligesvitro (Bercovich et al, 1997).
L’interaction entre protéines chaperons et des tdibepn ligases E3 a permis d’avancer
I'hypothése que ces chaperons pourraient réguledégradation de cibles par le
recrutement direct d'une enzyme E3 (Essteal, 2004).

Parce que les cibles d'ubiquitination sont clagsigent dégradées, cette PTM n’est pas
considéréee comme un événement réversible. Cepenglamlus de la dégradation des
protéines, l'ubiquitination peut activer des pnoédi kinases, intervenir dans les
interactions protéine-protéine et marquer des prese pour l'endocytose. Ainsi,
I'ubiquitination constitue une PTM aussi importargee la phosphorylation. En effet,
'UPS est impliqué dans des voies de signaux imtlle cycle cellulaire, la transcription,
la transduction de signal, I'apoptose et la répons@unitaire (Muratani and Tansey,
2003). La poly-ubiquitination tout comme la poly-RBibosylation est impliquée dans des
mécanismes de réparation d'’ADN [pour revue voiofiiton and Guerra-Rebollo, 2010)].
Aussi, I'existence d’enzymes de de-ubiquitinati@UB) indique la réversibilité de cette
PTM (Sun and Chen, 2004). Les enzymes DUB sontigqu@és dans la genése d'Ub a
partir de son produit de traduction initial, auyelage de I'Ub aprés dégradation des cibles
par le protéasome et dans la dé-ubiquitinationildles pour réguler leur demi-vi€igure

20) (Doelling et al, 2001; Smalle and Vierstra, 2004; Katzal, 2010). CheArabidopsis

on dénombre au moins 32 genes potentiels codantdesuDUB (Vierstra, 2003).
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Figure 19 : Représentation simplifiée des trois épes de réaction de conjugaison,
d’activation et de ligation de l'ubiquitine (Ub) & une protéine cible.L’ubiquitine est
conjuguée a I'enzyme E1 et activée sur I'enzyme&2des réactions de thioesterification
sur résidus cystéine (SH) avant d’étre transféugdaslysine (Lys ou K) de la protéine
cible.
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a. Cascade de conjugaison de l'ubiquitine
L’ubiquitination nécessite I'action successiverdéstenzymes (E: E3).

= E1 (Ub-activating enzyme)
La conjugaison d’ubiquitine, dépendant d’ATP, nédesla formation de l'intermédiaire
Ub-AMP par I'enzyme d’activation E(Figure 19) (UBA, 115-125 kDa). La réaction est
initiée par Il'activation intermédiaire de la moléew'Ub sur sa glycine C-terminale par
une liaison thiol-ester riche en énergie, suividlaleonjugaison d’'Ub a une cystéine de
'enzyme E1 par liaison thiol-ester qui libére I'AMScheffneret al, 1995; Lakeet al,
2001; Pickart and Fushman, 2004). Les enzymes &t pas d’influence sur la spécificité
de cible et leur nombre de genes est faible. Deayraes E1 sont par exemple retrouvées
chezArabidopsis(Hatfield et al, 1997).

= E2 (Ubiquitin conjugating enzymes)
L’enzyme E2 (UBC) est impliquée dans les fonctialesconjugaison d’ubiquitine. Elle
fixe par trans-estérification I'ubiquitine fournigar 'enzyme E1, ce qui conduit & la
formation de l'intermédiaire Ub-EFigure 19). Ub-E2 fournira I'ubiquitine nécessaire a la
modification spécifique des cibles par I'enzyme (B8llivan and Vierstra, 1991; Vierstra,
2003). De nombreux genes d'enzymes E2 sont retsowdens les organismes et
Arabidopsisen exprime au moins 42 (Mazzucotelial, 2006; Zenget al, 2006; Wiborg
et al, 2008). Ces enzymes E2 contiennent une séquenalticme conservée de 150
acides aminés qui entourent la cystéine du sité @entschet al, 1990; Sullivan and
Vierstra, 1991; Hamiltonet al, 2001). ChezArabidopsis certaines enzymes E2 ne
présentent pas d’activité de conjugaison (Keafal, 2005).
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+B < Protéasome 26S

>

Dégradation

Acides aminés

©

Figure 20 : Représentation schématique de l'ubiquibation suivie de la dégradation
de la protéine par le protéasome 26§Schéma du protéasome d’aprés (Lecheteal,
2006)].DUB, enzymes de de-ubiquitination

= E3 (Ubiquitin ligating enzymes)
La derniére étape dans la cascade de conjugaiadriqditine est catalysée par des
enzymes E3. En effet, les enzymes E3 sont chargidsntifier les cibles de
I'ubiquitination. Ces enzymes E3 catalysent deuscessus : le premier est la fixation
d’Ub sur la cible, et le second est la fixation b’sur la précédente. Ces enzymes recrutent
le substrat, le placent pour un transfert optingal'abiquitine et initient la formation de la
liaison iso-peptidique. La répétition de ces ré&acttonduit a I'addition en chaine d’Ub
(Figure 19) [pour revues voir (Sullivaet al, 2003; Smalle and Vierstra, 2004)].
Il existe deux mécanismes de transfert d’'Ub dezyare E2 a la cible : dans le premier,
I'enzyme E3 catalyse simplement le transfert d’'UbEPR a la cible. Dans le second
I'enzyme E3 est ubiquitinée et constitue un intelimiée réactionnel (Craigt al, 2009).
Ces enzymes E3 interviennent dans la spécificittedennaissance des cibles et sont par

conséquent les acteurs les plus nombreux dansstada d'ubiquitination. En effet, le
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génome drirabidopsis contient environ 1415 genes qui codent pour dess-8aités
putatives d’E3 (Smalle and Vierstra, 2004; Mazzealtogt al, 2006). HECT(Homologous
to E6Associated ProteirCarboxyl Terminus), RINGet U-box (Real Interesting New

Gene; UFD2 homology protein), APC/@naphase-Promoting Complex/cyclosome) et
enfin SCF(SKP1, Cullin/CDC53, et F-box protein complex) stes quatre types d'E3
décrites chez les plantes et présentées skiglae 21 Elles se distinguent d’apres leur

structure et leur mécanisme d'action (Vierstra, 3300

D
RING ou
Sonaine U-box
HECT
HECT
C B
Motif RING
1 2
Zn
Zn
7 8
Compl E3
OmPA?::e RING ou U-box

Figure 21 : Représentation simplifiée des quatre pes de ligase E3 retrouvées chez les
plantes [Adapté de (Vierstra, 2003)].(A), HECT ; (B), RING/U-box ; (B’) schéma du
motif RING, ou dans le domaine RING-HC, le résiduréprésente la cystéine ou
I'histidine dans le domaine RING-H2; (C), APC ; (3CF.

®. HECT
La protéine associée a la protéine E6 RApillomavirusest le membre type de cette
famille de protéine initialement identifiee chehdimme. Elles sont caractérisées par un
domaine C-terminal conservé de 350 acides amingsl@gHECT (Homologous to E6
Associated ProteilCarboxyl Terminus) qui contient le site de liaisead'E2-Ub et une
cystéine conservée fixant l'ubiquitine, produisamie E3-Ub intermédiaire avant le

transfert final de l'ubiquitine sur la cib{(€igure 21A) (Hershko and Ciechanover, 1998;
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Downeset al, 2003). La région en amont de HECT participe &eleonnaissance des
cibles (Downest al, 2003). Ce type d’E3 ligases possede la partitélde pouvoir lier
une chaine d’Ub avant son transfert sur le subfiaalle and Vierstra, 2004). Sept génes
d’E3 HECT sont retrouveés chézabidopsis(Downeset al, 2003; Vierstra, 2003).

®. RING et U-box
Les protéines RING forment la plus grande catégdubiquitine ligases E3. Le domaine
RING finger se compose d'un motif riche en cystif@) (7 a 8 cystéines conservées) et
en histidines (H), chélateur de Zrgrace & un arrangement en quatre points des acides
aminés C et HFigure 21B’). Ce motif est défini par la présence du conseSIssX;-
Cys-Xg-39-Cys-X3-3-His-X2-3-(Cys/His)-X%-Cys-Xs-4-Cys-X-Cys, ou X% représente un
nombre d’'acides aminés quelconque. Les protéinesotif RING sont subdivisées en
différentes sous-classes, RING-H2, RING-HC (Bordem Freemont, 1996), RING-v,
RING-D, RING-G, RING-S/T, RING-C2, PHD (plant hontmmain) (Coscoy and
Ganem, 2003; Stonet al, 2005) et I'U-box (Ohiet al, 2003). Ces E3 ligases
interviennent dans plusieurs fonctions de régutatiomme |'apoptose (Farmg al, 2000),
la réparation de I'ADN et la régulation transcoptielle (Morris and Solomon, 2004), le
cycle cellulaire (Leversort al, 2000), la photo-morphogenese (Tagii al, 1999), la
signalisation (Xieet al, 2002) et les réponses de défense des planteso(ieiret al,
2005). Le doigt a RING de 70 acides aminés seitecttment a E2 (Seet al, 1999) et
augmente la probabilité d'une interaction entréy$éne du substrat et 'E2-UfFigure
21B) (VanDemark and Hill, 2002).
Le motif U-box possede une structure semblablella da domaine RINGFigure 21B),
mais il n'utilise pas des ions de zinc afin de #itgdr le motif (Haglund and Dikic, 2005).
Les U-box E3, basées sur une conception modulaniéase aux protéines F-box (voir ci-
dessous), renferment un motif U-box et un domameedonnaissance des cibles tels que
les domaines armadillo repeats (ARM) a l'extrén@itéerminale. Ces U-box E3 ligases
sont impliguées dans la défense des plantes clastigtress biotiques et abiotiques (Zeng
et al, 2006).Arabidopsisexprime environ 480 protéines a domaine RING epédeines
U-box (Smalle and Vierstra, 2004; Stogteal, 2005).

®. APC/C
L'APC/C est une ubiquitine ligase E3 spécialiséerggsemble les chaines polyubiquitine
sur des cyclines en vue de leur destruction pardeasome 26S. L'APC/C est composée
d'une douzaine de sous-unités distin¢kggure 21C) et ne fonctionne qu’en présence des

co-facteurs Cdc20 (cycle de division cellulaire 20)Cdh1, qui interagissent uniquement
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de facon transitoire et régulent I'activité d’ubitiuation. Une sous-unité de ce complexe,
Apcll, contient un motif doigt a RING, définit ltadté minimale de l'ubiquitine ligase de
ce complexe, et lie I'Ub-E2 (Leversaet al, 2000). La sous-unité Apc2 posséde une
homologie avec le composant Cullin du complexe 8@k plus loin) et s’associe avec le
domaine RING d’Apcll (Tanet al, 2001). L’action d’APC est controlée par de muéisp
phosphorylations et déphosphorylations (Harpéral, 2002). ChezArabidopsis de
multiples protéines orthologues de la plupart dassaunités d’APC ont été identifiées,
suggérant que I'’APC de plante pourrait reconngitusieurs cibles (Caproet al, 2003).
Un tel complexe APC/C est impliqué dans la progoesdu cycle cellulaire en régulant la
dégradation de cyclines [connues sous le nhom Ckiksges cycline-dépendantes)] en
permettant la séparation des couples chromatidésarisition de la métaphase a I'anaphase
et la sortie de la mitose (Hames al, 2001; Peters, 2006; Mancha&t al, 2010).
L’APC/C a récemment été impliquée dans la différatan cellulaire et dans la
physiologie neuronale, ce qui suggere des roleplémentaires dans les cellules non-
mitotiques telles que les neurones et les cellmlesculaires (Manchadet al, 2010).

@. SCF
Le complexe SCF renferme une protéine Skpl, un menbdla famille Cullin (Cull), une
protéine F-box et une protéine contenant un domRiNG (Rocl/Rbx1)Figure 21D).
Le nom SCF est basé sur trois de ces sous-unit€, (Sullin, F-box protéine). Pour
fonctionner, la sous-unité Cullin doit étre disgecide CAND1 (pour Cullin-Associated
Neddylation Dissociated 1) par une PTM proche dbidjuitination qui conjuge NEDDS,
une Ubiquitin like protein (Zhengt al, 2002). Une fois la sous-unité Cullin Neddylatée,
elle pourra s’associer a I'hétérodimére Skpl-F{hix et al, 2002a; Zhengt al, 2002).
Dans le complexe SCF, la sous-unité Cullin (Culdnctionne comme un échafaudage
moléculaire et interagit simultanément avec l'axité N-terminale de la sous-unité Skpl
(S-phase-kinase-associated protein-1) et I'extée@iteminale d’'une protéine a domaine
RING (Rbx1, Ring-box protéine). Rbx1 recrute 'E®-6t catalyse le transfert des chaines
de poly-ubiquitines (Deshaies, 1999; Risseaival, 2003) sans former d’intermédiaire
E3-Ub (Figure 20) (Gagneet al, 2002). Skpl se lie a I'une des nombreuses F-box
protéines (FBP) responsables de la spécificitéedermaissance de la cible. Grace a son
motif F-box, cette protéine est associée a la pret&€kpl du complexe SCF et fixe sa
cible par un/des domaine/s d'interaction protéirméine présents dans sa partie C-
terminale (Figure 22). La reconnaissance SCF-cible peut étre dépenddatela

phosphorylation du substrat (Pickart, 2001). Corgraent a d'autres eucaryotes,
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Arabidopsisest capable de synthétiser un nombre impressiordemcbmplexes SCF en
raison de I'énorme diversité des protéines a F-Oette diversité, associée a la présence
de deux sous-unités Rbx1 (Gray al, 2002; Lechneret al, 2002), d’au moins cing
Cullins (Sheret al, 2002) et d’environ 21 protéines SKP-like (Faraal, 2001), pourrait
générer une infinité distincte d’ubiquitine E3 kkggs SCF.

Domaine Structure A. thaliana Domaine Structure A. thaliana
ACTIN —-— 1 JImjC -=—{ 1 — 2
DEXDc-HELICc -  Ht 1 LysM -—()— 1
FBA1/FBA3 - 196 DUF295 = 40
PAC-Kelch repeats [|4-oo-oo- 3 SEL1 repeats 1
Kelch/Kelch reapeats -0 96 Tub - 9
LRR-FBD/LRR/FBD  -a—f—O 159 WD40 repeats  =am=—)PPP— 2

LRR-Armadillo —=—JKKKHKRKKY 2 2f-MYND -} 2
LRR repeats ~e=—{HHHHHHHHHF 33 Unknown - 144

Total 692

& Fbox ] LRR O Kelch  Q FBD Bl DUF295 <@ Actin

0 ARM { RING @ Lysm [0 zf-MYND [EE FBA1/FBA3 —=sm=— DEXDc

¢ seL1 0 pac ) wp4o [l HELICc = ImiC I T

Figure 22 : Représentation des différentes protéirsea domaine F-box et leur nombre
retrouvé chezArabidopsisthaliana [Adaptée de (Xuet al., 2009a)].

* Les sous-unités du SCF ligase E3
- CUL

Le génome drabidopsiscontient 11 génes associés aux protéines CulBher(et al,
2002), cinqg protéines Cullin ont été identifieeslQUCUL2, CUL3A, CUL3B et CULA4.
CUL1 et CUL2 forment des sous-unités des compl&@B (Grayet al, 1999; Risseeuw
et al, 2003; Moonet al, 2004). Toutefois, les autres protéines Cullingveat également
former des complexes de protéines avec une actillitdigase (Dieterleet al, 2005;
Thomannet al, 2005; Webeet al, 2005; Bernhardet al, 2006; Cheret al, 2006).

90



Introduction générale

- Rbx (Ring-box protéine)
Deux protéines Rbx sont retrouvées chgabidopsis(Rbxla ou Rbx1;1 et Rbxlb ou
Rbx1;2) et appartiennent a la sous-classe RING-GIay et al, 2002; Lechneret al,
2002). Rbx1a est exprimée dans tous les organ&s mlante et Rbx1b est exprimée dans
des types cellulaires particuliers ou a des nivedlexpression tres bas. La modification
dans I'expression de Rbx1l induit de graves al@@natidans la croissance et le
développement (Lechnet al, 2002).

- SKP (S-phase-kinase-associated protein) ou ASK (poérabidopsis

SKP1-like protein)

Chez Arabidopsis on dénombre 21 génes de protéines SKP1-like (AGHjraset al,
2001; Gagnet al, 2002; Risseeuwt al, 2003). ASK1 est la premiere protéine SKP1-like
identifiée chezArabidopsis(Poratet al, 1998). La protéine ASK1 interagit avec CULL1 et
constitue une composante du complexe SCF en imgseaq avec diverses protéines a F-
box (Grayet al, 1999; Gagnest al, 2002).ASK1et ASK2sont les représentants les plus
abondants et leurs profils d'expression sont sdstéslaau cours du développement des
plantes (Marrocceoet al, 2003; Zhaoet al, 2003). ASK1 et ASK2 présentent 75,4%
d'identité en acides aminés et 84,8% de similé@&gneet al, 2002).

- Protéine F-box
Le nombre de géndshoxest trés variable selon les especes. Il en ekiktdhez la levure,
68 chez I'homme et 692 a 724 et 779 génbsxont été respectivement identifiés chiez
thaliana et Oryza sativa Ainsi, chez les plantes, les gerfedox forment l'une des plus
grandes familles multigéniques et contrélent de br@wses fonctions biologiques
(tableau 2) Le motif F-box, identifié sur la cycline F (Bei al, 1996) se caractérise par le
CONSENSUSP X[E, K ILXKI[,VILX,LDPXDLRXIL F[R, S| KVIS, Cl[K, R [K R [W, F][R, K] XLV D Xg|,
localisé en N-terminal de la protéine (Kipreos aRdgano, 2000). Sur des bases
phylogénétiques et d’organisation de domaine, [zedamille des génes F-box chez les
plantes a été divisée en 42 familles, dont chacomient des génes codant pour des
protéines avec les organisations de domaines mictiens protéine-protéine dans la partie
C-terminale, identiques ou similaires (Mazzucotetlial, 2006; Xuet al, 2009a). Ces
motifs C terminaux comme par exemple WD40, LRRdlee-rich repeat) ou Kelch repeat
présentés sur laigure 22, sont responsables d’interactions protéine-pretéirassurent la
spécificité lors du choix des substrats a degréidgreos and Pagano, 2000; Lechrmer

al., 2006; Xuet al, 2009a). Citons comme exemple la famille des preg F-box
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contenant le Kelch motif (KFB). Le motif Kelch, d& a 56 acides aminés, a été
initialement identifié dans la protéine KELCH d®osophila melanogaste(Xue and
Cooley, 1993; Bork and Doolittle, 1994). Ce motit earactérisé par quatre résidus
hautement conservés : deux glycines adjacentesef@ne paire de tyrosine (Y) et de
tryptophane (W) séparées par environ six résiduai#set al, 2000; Prag and Adams,
2003). Un seul motif Kelch forme quatre feuilletétdy et de multiples motifs Kelch
peuvent s'associer, en formant une béta-hélicepgfier) qui assure l'interaction avec
d'autres protéines (Itet al, 1991). CheZrabidopsis il existe prés de 97 génes codant
pour des protéines KFB contenant de un a cing m&iflch (Suret al, 2007; Xuet al,
2009a). Les plus étudiées sont tres semblables,(ERKE, LKP2) et impliquées dans le
contréle du temps de floraison et du cycle circadqielsonet al, 2000; Haret al, 2004;
Somerset al, 2004; Yasuharat al, 2004; Imaizumet al, 2005; Baudryet al, 2010).

Si de multiples complexes SCF sont présents eiffexaht que par la nature de la FBP,
une méme protéine F-box peut également s’associkfféaents homologues de SKP1,
rendant possible la formation d’un trés grand nand® complexes SCF (Takahashal,
2004). De plus, certaines protéines F-box sembitardtionner sans liaison a Skpl et ne
feraient donc pas partie d'un complexe SCF, suggéyae leurs cibles pourraient ne pas
étre ubiquitinées et dégradées par le protéasorzitrBs FBP agissent eégalement de
maniere indépendante du complexe SCF (Kipreos agari®, 2000; Hermand, 2006) et
possedent donc a la fois des fonctions protéolgsat non protéolytiques [pour revue voir
(Ho et al, 2008)].

Dans la majorité des organismes, la phosphorylatescibles est une condition préalable
a leur reconnaissance par les FBP. Il est crucialingou plusieurs résidus de la
phosphoprotéine substrat soient phosphorylées mearagir avec la FBP (Haet al,
2007; Hoet al, 2008) excepté pour le facteur de transcriptioid Abnt la phosphorylation
affecte négativement son interaction avec la pmetéi-box (Lawrencet al, 2009). En
plus de la phosphorylation, d'autres modificatigust-traductionnelles telles que la
glycosylation, la méthylation, I'acétylation et D¥-ribosylation peuvent affecter cette
reconnaissance de cible (Cardozo and Pagano, 2Qb¥z les plantes, les hormones
peuvent moduler I'interaction entre les protéinesok et leurs substrats. Ainsi, I'auxine
régule linteraction de la protéine F-box TIR1 ehssubstrat AUX/IAA (Taret al, 2007;
Hayashiet al, 2008).

Les FBP étant placées a linterface enzymatiquer @@gocier des substrats et les

ubiquitiner, ce placement permet également aux EBf-mémes de devenir des cibles
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d’ubiquitination (Wirbelaueet al, 2000; Hoet al, 2008) et de libérer des complexes SCF
disponibles pour de nouvelles FBP.

A linverse, des niveaux élevés de substrat peugentuire a la stabilisation de la FBP
correspondante. On peut citer comme exemple l'abigditination et la dégradation de la
FBP B-Trcp2 de mammifere qui est inhibée lorsque lewainx de la protéine substrat
phosphorylé #Ba sont augmentés (lat al, 2004a). La disponibilité du substrat joue un
réle dans la protection de la FBP contre son abtquitination. On peut supposer que
lorsque les niveaux de substrat sont faibles, IR Rst plus physiquement protégée par
I'interaction avec le substrat, et elle devienpdisble pour la destruction catalytique par le
complexe SCF.

Les protéines F-box connectent l'ubiquitination & mbmbreux processus cellulaires
(Lechneret al, 2006) et contrlent par exemple la stabilité detdurs de transcription
impliqués dans la signalisation de phytohormonasfokrmation des racines latérales
(Dharmasiriet al, 2005; Donget al, 2006; Santner and Estelle, 2010), le développémen
(Gonzalez-Carranzat al, 2007; Schwageet al, 2007). Elles sont impliguées dans les
interactions plantes-pathogénes (Kim and Delan@922Hoet al, 2008; van den Burgt

al., 2008).
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Tableau 2 : Vue d'ensemble des protéines F-box de plantes et deurs fonctions
biologiques connuesfAdapté de (Lechnest al, 2006; Hoet al, 2008)].

Protéine F-box

TIR1
AFB1-3

ABF5

SLY1
SNE
GID2

EBFlet?2
TLP9

coli

SON1

UFO
FIM

AFR
EID1

ZTL

FKF

LKP2

ORE9/MAX2

ARABIDILLO-1 et 2
CEG
VFB1-4

SFB/SLF
SKP2A
PO (viral)

CINK (viral)
VirF (Bacterial)

Motif
LRR
LRR

LRR
domaines Tubby

LRR

Kelch repeats

Leucine-zipper

Domaine LOV/PAS,
Kelch repeats

Domaine LOV/PAS,
Kelch repeats

Domaine LOV/PAS,
Kelch repeats

LRR

Arm-repeats

LRR

LRR

LXCXE motif

94

substrat
AUX/IAA

?

DELLA

EIN3 et EIL
?

Histone
déacétylase ?

?

?

TOC1, PRR5

CDF1

S-RNAses
2
AGO1
pRB?

Roéle
Signalisation auxine

Synthése d’'auxine
Signalisation de Gibbérelline

Réponse a I'éthyléne
Signalisation ABA ?

Signalisation Jasmonate,
contrble de la croissance des
racines, la fertilité du pollen
et la réponse de défense

Réponse de défense

Contréle du développement
des fleurs

Signalisation PhyA

Photomorphogenese,
Signalisation PhyA

Contréle de temps de

floraison et du cycle
circadien

Contr6le de temps de
floraison et du cycle
circadien

Contréle de temps de
floraison et du cycle

circadien

Controle de la sénescence
des feuilles et de la
ramification latérale

Contréle du développemert
des racines latérales

Formation de racines
latérales
Formation de racines
latérales
Controle de l'auto-

incompatibilité
Contrdle du cycle cellulaire

Contr6le de I'ARN silencing
de I'héte

Réplication de I'ADN’hdte
Déprotéinisation de I'ADN-[I
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b. Implication de l'ubiquitine/protéasome 26S dans laléfense des plantes

Les plantes sont les cibles d’attaques par un gnantbre de pathogénes et ont développé
plusieurs stratégies de défense contre ces atta@reseffet, les plantes utilisent les
barriéres physiques et chimiques comme la partilagke et I'expression des enzymes et
la synthese d’antimicrobiens, mais aussi des @atile défense inductibles qui s'activent
des l'infection.

Les réactions de défense des plantes contre tiofefont partie intégrante de la réponse
immunitaire innée qui inclut le Post-transcriptibgane silencing (PTGS) ou RNAI, un
mécanisme de défense antivirale (Voinnet, 2005).ptémier mécanisme reconnait des
molécules communes a plusieurs classes de micensrges [MAMP ou PAMP
(microbial- ou pathogen-associated molecular pagterrespectivement) comme la
flagelline] en induisant une réponse de type PTAMP triggered immunity)
(Schwessinger and Zipfel, 2008). Un second mécanit principalement dans la cellule
et fait appel a I'expression de génes de résistéRge dont les produits interagissent
directement ou indirectement avec les produitsateg d’avirulence (Avr) de pathogénes
(Jones and Dangl, 2006). Ce mécanisme, appelé siatanéce "géne-a-gene”, induit
I'activation des mécanismes de défense et un derét croissance des agents pathogénes
(Flor, 1971; Nishimura and Dangl, 2010).

Plusieurs études ont montré un réle d’'UPS dansalastiuction des signaux de défense
contre les pathogenes. En effet, la dégradatiorlepprotéasome 26S d'un activateur ou
d'un répresseur de signalisation de la défense uibrdd améliorer la sensibilité ou la
résistance au pathogene, respectivement. Cesaésatomprennent l'accumulation de
niveaux élevés de composés endogenes de l'acideylisple, I'acide jasmonique et
I'éthylene, l'induction de plusieurs génes assogidéa pathogenése (PR) (pathogenesis-
related) et la production de phytoalexine comme cimalexin [pour revue Vvoir
(Glazebrook, 2005; Thatchet al, 2005; Nishimura and Dangl, 2010). Ces réactians d
défense ne font pas obstacle a l'initiation de di@lanais limitent I'agressivité des agents
pathogenes et leur propagation.

Les complexes SCF jouent un réle positif ou néghifs la résistance aux maladies. Chez
A. thaliang la protéine Coronatine Insensitive 1 (COI1 et somologue JAl1 de Tomate)
contient un motif F-box suivi d’'un domaine répéiéhe en leucine (LRR) ; elle a été

identifiée récemment comme un récepteur de l'a@denonique (JA) requis pour la
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défense contre les insectes et certains patho@kaesr et al, 2008; Yanet al, 2009). Le
lien entre géne de résistance et UPS est égalalusié par la répression du gene SGT1
(SUPPRESOR OF G-2 ALLELE OF SKP1) qui conduit aperte de la réaction
hypersensible (HR) conférée par les genes de aéssCf-9 et Cf-4 en réponse a
I'infection de Cladosporium fulvum(Peartet al, 2002) ou duTobacco mosaic virus
(TMV), dans des plantes possédant le géne deagsestN. Dans ces plantes, la perte de
réaction HR est également observée lorsque lesdakBl et COI1 sont réprimés (Lét

al., 2002a; Liuet al, 2002b). La protéine a F-fox ACRE189 ou ACIF1 (9Azf-9—
INDUCED F-BOX1) possede 14 motifs riches en leudin@R) et elle interagit avec les
sous-unités du complexe SCF (ASK1/ASK2/CUL1) paguler la mort cellulaire et les
réponses de défense aprés reconnaissance du pahegé den Burgt al, 2008). Les
photorécepteurs de lumiére bleue, cryptochrome (CR¥t phototropin (PHOT) 2, sont
requis pour la stabilité de la protéine R (HRT),pat conséquent pour la résistance au
Turnip Crinkle virus(TCV). En effet, les CRY 2 et PHOT 2 régulent taldlité de HRT

en réprimant l'activité de COP1 dans 'UPS (Jeehgl, 2010).

A Tinverse, certains complexes SCF peuvent faeorisa maladie (Kim and Delaney,
2002). SONL1 (Suppressor of Nim1) est une FBP imgkgdans la compatibilité plante-
pathogene. Cette FBP agit négativement sur la aéguol des réponses de défense des
plantes vis-a-vis délyaloperonospora parasitic&t Pseudomonasyringae pv. tomato
DC300Q indépendamment de la résistance systémigue acquide I'accumulation de
I'acide salicyligue (SA). Une fonction identiqueé& trouvée pour la protéine F-box
CPR30 dArabidopsis(Gouet al, 2009).

Les virus et les bactéries pathogenes détournsrB@F et reprogramment les fonctions
cellulaires a leur avantage. La bactérie pathogeamebacterium tumefaciersttaque les
cellules hotes par la dégradation des protéui@se SCF. Ces bactéries reprogramment
génétiquement leur héte en introduisant un ADN-Tfisdie@ génome de cellules hote. Lors
de son injection dans le cytoplasme et sa migrasionnoyau, I'ADN-T bactérien est
associé aux protéines bactériennes VirD2, VirEZ da protéine VIP1 de plante. La
déprotéinisation de I'ADN-T en vue de son intégatians le génome d’héte est favorisée
par une FBP bactérienne, la protéine VirF. Cetbégime de virulence VirF est secrétée par
la bactérie. VirF interagit avec 'homologue de SKdRe plante héte (Schrammeijtral,
2001) et cible la protéine VIP1 en vue de sa dedrad SKP1-dépendante par le
protéasome 26S. La dégradation de VIP1 pendant rtcepsus d'infection est

probablement cruciale pour faciliter l'infectiorz(ifa et al, 2004).
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Les virus utilisent également le systeme UPS paupriser linfection (Bankset al,
2003) ; ils codent directement pour des compos#ft3 ou modulent les activités UPS de
leur héte. La protéine p33 dliomato bushy stunt virueTBSV), un virus a ARN de
polarité positive, interagit avec plusieurs comptsade systeme UPS (Panawsal,
2005; Li et al, 2008) et son ubiquitination est requise pour sueraction avec les
partenaires cellulaires comme la protéine Vps23GEBE (endosomal complexes required
for transport) et facilite I'assemblage optimalaumplexe de réplication sur des surfaces
membranaires (Barajas and Nagy, 2010). De ménugidatité de 'ARN polymérase RNA
dépendant duTurnip yellow mosaic virus(TYMV) pourrait étre régulée par
I'ubiquitination (Hericourt et al, 2000), et la poly-ubiquitination de la protéine d
mouvement du TYMV joue probablement un réle dandéggadation et dans la régulation
des processus du mouvement de cellule a cellulegéan and Jupin, 2002).

Le Faba bean necrotic yellow vir{l6BNYV, Nanovirug, code une FBP hommeée CLINK
(Cell cycle link) qui interagit avec SKP1 (Aronsehal, 2000) et intervient dans le cycle
cellulaire, probablement en modulant l'activité RBR, Retinoblastoma related protein
(Lageixet al, 2007).

Un motif F-box est retrouvé dans la protéine PO Bleet western yellow virus
(Polerovirug, un suppresseur de PTGS (PfeHfeal, 2002). Pour combattre cette réaction
de défense, de nombreux virus de plantes codent gesisuppresseurs de silencing de
nature trés variée (Voinnet al, 1999). La F-box PO interagit avec les protéin&KA et
ASK2 dArabidopsis(Pazhouhandeét al, 2006). Les mutations ponctuelles dans le motif
F-box abolissent l'interaction PO-ASK, réduisermtctivité suppresseur de PTGS et la
pathogénicité du virus (Pazhouhandeh al, 2006). De plus, le knock-down de
I'hnomologue de SKP1 dans des plantesNdémtiana benthamianes rend résistantes a
I'infection dePolerovirus ce qui soutient I'idée que la PO fait partie dumplexe SCF et
cible les protéines de I'héte impliqguées dans leaméme de PTGS (Pazhouhaneé¢lal,
2006). En effet, la protéine PO favorise la dégtiadade 'ARGONAUTEL (AGO1), qui
est un élément clé du complexe RISC (RNA inducezhsing complex) (Bortolamiogt

al., 2007). Toutefois, cette dégradation d’AGOL1 sefie de maniere indépendante du
protéasome (Baumberget al, 2007). Récemment Csorlea al., ont suggéré que la PO
empéche lI'assemblage d’AGO1 dans le complexe Ri®@duisant a sa dégradation
(Csorbaet al, 2010). Dans la méme étude, ils ont observé unenaglation massive de

protéines poly-ubiquitinées en présence de PO gauoa d'un mutant F-box de PO
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(POLP1) suggérant a la fois un ciblage F-box-depenhd’AGO1 et la polyubiquitination
F-box-indépendante des protéines cellulaires.

V. Autres PTM

Il existe d’autres types de modification post-tretthnnelle qui ne seront pas détaillées
dans cette these (e.g. carbonylation, incorporat®isélénocystéine). Je résume les PTM

présentées dates tableau 3
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Tableau 3 :Vue d'ensemble de modifications co- et post traduicnnelles citées dans
ce mémoire de these et leurs fonctions biologiquesnnues.

Modification

Protéolyse

Myristoylation

Palmitoylation

Prénylation

Glycosylisation

ADP-ribosylation

Nucléotidylation
(Adenylylation,
Uridylylation)

Déamidation

Amidation

Carboxylation

Oxydation

Hydroxylation

Sulfation

Acétylation

Formylation

Pyroglutamation

Méthylation

Phosphorylation

SUMOylation

Ubiquitination

cible

N- et C-terminal

Gly (N-terminal)

Cys (N- et C-
terminal)
Cys (C- terminal)
Asn, Ser, Thr

Arg, Cys, Tyr, Asn,
Glu, Lys

Tyr, Thr

Asn, GIn
Gly (C-terminal)
Glu
Cys, Met, Tyr, Trp,
His
Pro, Lys, Asn, Asp
Tyr

Lys ou N-terminal

Lys
GIn, Glu (N-
terminal)

Arg, Lys, His, Glu,
IsoAsp, Cys

Ser, Thr, Tyr

Lys

Lys

Processus cellulaires
Régulation et maturatio

Association membranaire

Interaction protéine-protéine

Association membranaire

Signalisation, onaoége

Stabilisation, intetfans

Réparation d’ADN, croissance cellulaire

Initiation de transcription

Changement structural, régulation
Peptides bioactifs, stislation

Fixation de calcium

Activité enzymatique

Stabilisation stturale et interactions
Interaction protéine-protéine

Expression de géne, interaction protéine-protéinz,

Stabilisation,

Réponse aux stress

Activation et stabilisation

Réparation d’ADN, régulation

Activation d’enzyrsignalisation, régulation

Régulation de transcription, réparation d’ADN,

localisation

Dégradation de protéine, réparat’ ADN
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VI. Relations entre les PTM

Comme nous avons pu le voir au travers d’exempiEs «i-dessus, un aspect tres
intéressant des PTM est la possibilité d’interaxtioroisées entre les différents types de
modifications. Certaines PTM sont en concurrences lde processus de régulation
cellulaires, en particulier lorsque deux PTM ciltlan méme acide aminé ou des résidus
voisins. La SUMOylation, par exemple, peut entreicempétition avec l'ubiquitination et
la dégradation par le protéasome (Geiss-FriedlaaddrMelchior, 2007) et I'acétylation
peut entrer en concurrence avec la phosphorylafdokherjee et al, 2006). LO-
GIcNAcylation et la phosphorylation se produisemt k& chaine latérale d’'une sérine ou
thréonine. En général, les sites de phosphorylagienavent étre des cibles deO¥
GlcNAcylation. Ces vastes et complexes interactgors synergiques ou antagonistes en
jouant un réle de réciprocité dans la régulatioted®nction des protéines par compétition
pour la modification d’'une méme sérine ou thréoniDette relation de réciprocité a été
démontrée entre autres pour I'ARN Pol Il (Slawsoad Hart, 2003). Ces dualités de PTM
sont a replacer dans le contexte de la localisatidotellulaire de la cible modifieée (Ha

al., 2010). Des synergies entre PTM apparaissent tesges pour 'obtention d’'une
fonction donnée, comme par exemple la S-acylatigicguiée d’'une association de la
protéine a la membrane induite par prénylation,istgylation ou par des interactions
protéine-protéine (Soredt al, 2007; Batisticet al, 2008). La phosphorylation d’'une cible
en aval d'un site de SUMOylation, peut augmentenileeau de SUMOylation d'une
protéine en favorisant la fixation de Ubc9 (Hietadaset al, 2006). Toujours dans le cas
des modifications liees a 'UPS, l'ubiquitinatiore girotéines SUMOylées fait intervenir
les ubiquitine ligases SUMO-dépendantes, qui imanent spécifiquement dans la
polyubiquitylation et la dégradation des protéipesySUMOQOylées (Geoffroy and Hay,
2009). L'interaction entre ces deux modificatiorsstgraductionnelles peut étre : (i)
coopérative et successive, le plus souvent, SUME0dae et facilite la conjugaison d’Ub
en visant le méme effet ; (i) compétitive sur I&€me résidu lysine, une modification
écarte l'autre et agit contradictoirement par exengur la stabilité/la dégradation de
protéine ou sur I'activation/lI'inactivation de Igmme ; et (iii) différentielle, selon les
stimuli cellulaires, ces modifications alternativai&clenchent des résultats physiologiques

distincts [voir revue (Denuc and Marfany, 2010)].
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Les PTM sont donc organisées en réseaux tres cmewpldl faut noter que les
modifications post-synthétiques essentielles paunidlogie de la cellule se produisent sur
d'autres molécules que les protéines comme sur ligeses (phosphorylation, la
glycosylation) ou sur des acides nucléiques (mattoyl, ADP-ribosylation) qui jouent un
réle fondamental dans la biologie cellulaire. Legeras pathogénes modulent également

les modifications de ces autres composants ceksigiendant l'infection.

101






Chapitre |

Chapitre I : Etude des modifications post
traductionnelles de la protéine p2o dans le
but d’identifier un mutant dominant négatif
utilisable dans la lutte contre le BNYVV
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I. Introduction

Si la sélection variétale de betteraves toléraatémfection du BNYVV maintient des
rendements en sucre acceptables, elle assure tiplioation du vecteur virulifere dans les
sols infestés. Certaines variétéBeta patellariset Beta procumbens quant a elles sont
résistantes &olymyxabetae mais les tentatives de transfert de ces résistapaedes
techniques de génétique classique dangulgarisont échoué (Baret al, 1995; Scholten
and Lange, 2000; Rush, 2003).

D’autre part, la forte pression de sélection desegede résistance utiliséRz(1 et Rz2
conduit a 'émergence d’isolats de BNYVV contournknou les résistances utilisées. Ces
isolats mutants sont principalement modifies aueaiv de la séquence codante de la
protéine p25 (Schirmest al, 2005; Acosta-Leaét al, 2008; Chibaet al, 2008; Acosta-
Leal et al, 2010b). Ainsi, une meilleure compréhension dbitdogie du virus et de son

vecteur devrait permettre de trouver d’autres meybnlutte efficace contre ce virus.

1. Lutte antivirale par transgenése

La lutte antivirale par transgenese peut étre eféex par diverses approches. Voici les

méthodes le plus souvent utilisées :

- L’expression de scFv (single chain antibody vagaishgment), mimant les domaines
fonctionnels d'immunoglobulines, permet linactivat de protéines virales tout
comme le feraient des anticorps neutralisants. &orps dirigés contre les virus
entiers/virions, protéines de la nucléocapside aRpR peuvent étre utilisés pour
concevoir des plantes résistantes aux virus entadapinactivation de différentes
protéines virales. DeN. benthamianaxprimant des scFv dirigés contre la protéine N
du virusTomato spotted wilt viruSTSWYV) présentent des niveaux élevés de résistance
contre le virus (Prinst al, 2005).

- L’'expression de protéines possédant des activii@sirales et qui ciblent et inhibent
différentes étapes essentielles du cycle de mighigpbn virale. Une classe de protéines
d’inactivation du ribosome (RIP) et des inhibitewds protéases ont été les plus
exploités dans cette méthode de lutte par la tearese chez les plantes (Gutierrez-
Camposet al, 1999; Parlet al, 2004).
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L’expression ectopique de genes de résistance Wepant d’'une autre plante semble
étre une stratégie durable de lutte antivirale tp@amsgenése. On peut citer, comme
exemples, I'expression du gene Tm-2(2) de tomates dia tabac qui lui confére une
résistance durable dlomato mosaic virud.anfermeijeret al, 2003), ou celle du géne
N de tabac dans la tomate qui la protége de I'tidacpar le TMV (Whithamet al,
1996).

La résistance dérivée du pathogéne ou PDR (pathigyéved resistance) repose sur
I'utilisation de genes ou de séquences de genaswipour transformer les plantes
hétes afin de conférer une résistance aux pathegéhkés. La premiére approche de
PDR est I'expression par transgenése d'une protgir@e structurale ou d'une
protéine non structurale non fonctionnelle (parnegie une protéine de mouvement,
MP) pour bloguer une fonction virale et induire ugsistance plus ou moins efficace.
L’expression de CP mutées de TMV par des planassgreniques induit une plus forte
résistance que celle apportée par la protéine gauyBendahmanet al, 1995;
Bendahmanet al, 1997). Il est supposé que I'expression ectopapi€P empéche la
décapsidation des virions et que la présence détipeo mutée influe sur les
interactions protéine-protéine (Bendahmaateal, 1995; Beachy, 1997, 1999). La
surexpression de polypeptides mutés dans un donfaimetionnel essentiel peut
supplanter les protéines sauvages et perturberdetivité. Ce type de mutant est
appelé mutant "dominant négatif" (Herskowitz, 1982¢s approches ont éte testées
pour lutter contre le BNYVV en introduisant danssddantes hoétes la protéine CP
(Mannerlofet al, 1996) ou la protéine de mouvement p15 (une agés protéines de
mouvement faisant partie du triple géne block, T@GB)tée. Le mutant dominant
négatif de la protéine p15 exprimé d@eta vugarisconfere une excellente résistance
contre I'infection virale naturelle (Laubet al, 2001).

Une seconde approche de PDR consiste a induireclannaissance spécifique du
génome du pathogéne pour induire sa dégradation«paost transcriptional gene
silencing » (Smitket al, 1994; Smithet al, 2000). L'utilisation de séquences répétées
et inversées de part et d’autre d’'un intron peraeatynthese d’ARN double brin dans
les cellules de plantes transformées. Cet ARN gstgm charge par la machinerie
impliqguée dans le RNA silencing (RNAI/PTGS) et coitch la production de siRNA
immunisant la plante (Waterhoustal, 1998; Waterhouset al, 1999; Waterhouset
al., 2001). Cette méthode appelée IR-PTGS (Invertgue®e Post Transcriptional
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Gene Silencing) a notamment été utilisée efficacemans la betterave en introduisant
une construction en tige-boucle dirigée contre di80de la réplicase virale du BNYVV
(Lennefors, 2006). Des plantes Beta vulgarisexprimant une tige boucle dirigée
contre la protéine pl5 (TGB-3) du BNYVV ont égalemenontré une diminution
significative des symptomes dans le champ (breaabkret al, N°11/418,384).

La protéine NtCPIP (capsid protein interacting emot a été identifiée comme un
partenaire cellulaire de la protéine CPRi#ato virusY (PVY). Des plantes transgéniques
(Nicotiana tabacum exprimant NtCPIP délétée de sa partie N-termingtletoujours
capable d’interagir avec CP, sont partiellemenstastes au PVY qui voit son mouvement
restreint. Cependant, I'utilisation de plantes $igmiques “silenciées” spécifiqguement pour
NtCPIP1 ou pour NtCPIP2 permet une résistancedatais seulement passagere au PVY
(Hofius et al, 2007). Apparemment, une telle stratégie de silencing d’'pnetéine
cellulaire pourrait étre limitée par le degré idsa#nt de suppression, par I'existence de
complémentation fonctionnelle par des isoformes-ciblées, ou encore par 'inhibition du
PTGS par les suppresseurs de silencing (Voietetl, 1999). S’il est donc délicat de
cibler des facteurs cellulaires, une alternativieeesisagée par l'utilisation des protéines
virales modifiées. La capacité des protéines \draléormer des complexes suggéere qu’une
co-expression de protéine virale non fonctionngkit entrer en compétition avec la
protéine sauvage. Ceci suggere que l'effet de gmtieéine non fonctionnelle doit étre
dominant en présence de la protéine sauvage powvppaffecter I'infection virale.

Si des plantes transgéniques résistantes au BNYOWY disponibles, le maintien de telles
résistances au champ est difficile a prévoir. Aulssrecherche de nouveaux moyens de
lutte doit étre poursuivie afin de disposer de tégi@s alternatives ou pouvant étre
combinées aux résistances déja disponibles.

Le mécanisme intime de la résistance vis a vis 8lYWV n’est pas connu mais Il
semblerait faire intervenir une restriction de laltiplication virale et de la translocation
du virus dans les racines (Scholtenal, 1994; Tamadat al, 1999). La protéine p25
pourrait étre impliquée dans le contournement die ecésistance dans le cultivar résistant
Rizor (Tamadaet al, 1999). En effet, la protéine p25 est responsal@eplusieurs
manifestations au sein de la plante infectée. &tlcerbe les symptémes foliaindigure

I.1), racinaires (de rhizomanie) et est impliquée diEnsiérégulation de la balance

hormonale dans la plante (Polliat al, 1990; Jupinet al, 1992; Tamadat al, 1999;
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Klein et al, 2007; Peltieret al, 2010). Cette protéine a localisation nucléaire et
cytoplasmique (Vetteet al, 2004) est considérée comme un facteur d’avir@eatans les
feuilles des plantes résistant®svulgaris(Chibaet al, 2008). Des isolats contournant la
résistance ont été identifiés, ils possédent deatians de séquence au sein de p25 dans
une région hypervariable appelée Tetrade (Schireteal, 2005; Chibaet al, 2008;
Acosta-Lealet al, 2010a; Acosta-Leatt al, 2010b). Nous avons constaté au laboratoire
que la protéine p25 subit des modifications pasdtictionnelles. Comme nous I'avons vu
dans l'introduction, ces modifications pourraienbduler les activités de cette protéine
multifonctionnelle. Ainsi, I'utilisation d’'un mutandominant négatif de p25, mimant ou
inhibant constitutivement une ou plusieurs modifamas post synthétique, pourrait

empécher la translocation du virus et I'apparitiela rhizomanie.

ARN1+2 ARN1+2+3

Figure 1.1 : Mise en évidence de I'aggravation des symptémes inits par I'expression

de la protéine p25 sur feuilles de&€. quinoa infectées.A gauche, l'inoculation des ARN1
et 2 du BNYVV provoque I'apparition de Iésions lEsachlorotiques vertes. A droite,
I'addition de I’ARN3 induit un changement phénotypé des Iésions qui deviennent
chlorotiques jaunes. L'utilisation d’ARN3 n’exprim@pas la protéine p25 conduit a des
symptomes comparables a ceux de I'image de gadadpinget al, 1992).
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Il. Etude des modifications post traductionnelles (PTMYe la protéine
p25*!

L’analyse par western blot d’extraits de feuilles@ quinoainfectées par les ARN 1, 2 et
3 du BNYVV [Stras123 ; (Quilleet al, 1989)] permet de détecter la protéine de capide
un doublet de protéine p25 a l'aide d’anticorpscemies (figure 1.2). L'existence de ce

doublet nous laisse penser que la protéine p23 sunki ou plusieurs modifications post

traductionnelles.

S‘rr‘as_127 Sfrqg%23

Figure 1.2 : La protéine p25 est présente sous la forme d’'un dbiet aprés migration

sur gel de poly-acrylamide dénaturant.Des extraits totaux de Iésions obtenues 6 jours
aprées inoculation de feuilles d& quinoaen absence (Strasl2) et en présence d’ARN3
(Stras123) sont analysés par western blot & I@#atgicorps poly-clonaux dirigés contre la
protéine p25 et contre la protéine de capside (CP).

Des expériences préliminaires effectuées au labiogapar D. Gilmer ont permis de
montrer qu'une protéine de 25 kDa est immunodéteps des anticorps anti thréonine
phosphorylée dans les extraits de lésions locateses de I'infection par les ARN 1, 2 et 3
mais pas lorsque 'ARNS3 est absent de l'inoculurett€ bande différentielle de 25 kDa
peut correspondre a la protéine p25 ou a une pmiaduite par la présence de 'ARN3
(figure 1.3A). La purification de protéines phosphorylées de exdsaits a I'aide d’'une
colonne d’affinité spécifique de phosphosérines phosphothréonines permet
'immunocapture de la protéine p25. Un doublet @& pst révélé par western blot aprés
élution (figure 1.3B). Nous avons donc supposé que la protéine p25aéxssius deux

formes phosphorylées ou qu'une forme non phospéerydtait capable d'interagir

1 . . . . :
Au laboratoire nous travaillons principalement avémolat B de BNYVV et nous disposons des clones éDN

infectieux. Sauf précision contraire, les expéreni@alisées pendant ma thése concernent la r@@ide I'isolat B.
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fortement avec une p25 phosphorylée. Chez le TYN& protéine de 66k apparait
également sous la forme d’'un doublet. Les analpseomiques ont révélé I'existence
d’acides aminés phosphorylés au sein des deuxrisefode p66 (Hericousdt al, 2000).
Pour caractériser plus en détail I'existence de RBlMa protéine p25, nous avons analysé

son comportement par électrophorése bidimentioanell

A
Stras12 Strasi23  Anti-phosphothréonine
sio0 [y —
B
o o
N N N -
E_" E f—‘é'; E Stras12 Stras123 Anti-p25
v v N n El E2 E2 E1 E2 E3
- W= -
Extraits totaux FT Elution

Figure 1.3 : La protéine p25 est phosphoryléén vivo. (A) Des extraits totaux de lésions
obtenues 6 jours apres inoculation de feuillesCdequinoaen absence (Strasl2) et en
présence d’ARN3 (Stras123) sont analysés par wedikrt a l'aide d'anticorps anti-
thréonine phosphate. (B) Ces extraits sont dépssésolonne d'affinité spécifique de
résidus phosphoseérines et phosphothréonines. loé€ings non retenues (FT) et éluées

(E1 a E3) apres lavage de la colonne ont été préefpet analysées par western blot a
I'aide d'anticorps dirigé contre la protéine p25.

Les deux étapes de la séparation de protéinesl@arophorése bidimensionnelle (2D)
permettent de les séparer en fonction de leur psadlectrique (pl) puis de leur poids
moléculaire (PM). Le point isoélectrique représedeteoH auquel la charge nette d’'une
protéine est nulle. Il est donc influencé par ldure des chaines latérales des acides
aminés. Des maodifications post traductionnellesoghiisant ou supprimant des charges
(phosphorylation, N-acétylation, déamidation, glgyation, sulfatation,...etc) changent le
pl de la protéine mais aussi I'accessibilité du Sf® la protéine et par conséquent le
poids moléculaire apparent sur gel dénaturant (BBGE).

Les protéines séparées par électrophorese bi-doneetle apparaissent sous la forme de

spots aprés coloration ou immunodétection et leomtenu peut étre analysé par
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spectrométrie de masse. Une telle approche perenééticter certains changements de
masse d’'une protéine connue. tableau I.1 résume quelques changements de masses
peptidiques aprés une modification co- ou postuicadnnelle. On peut citer par exemple,
que la phosphorylation d’'un acide aminé induit angmentation de masse du peptide de
80 Da.

Tableau 1.1: Les modifications en masse peptidique produites aps des
modifications des protéines [d’apres (Mann and Jersn, 2003)].

Type de PTM Changement en masse (Da
Phosphorylation +80
Acétylation +42
Méthylation +14
Sulfatation +80
Déamidation +1

Acide pyroglutamique -17
Myristoylation +210
Palmitoylation +238
Farnésylation +204
Glycosylation > 800

Ubiquitine > 1000

Identification des PTM sur la protéine p25

1. Approche protéomique

hY

Une séparation par électrophorese bidimensionn@®) couplée a une analyse par
spectrométrie de masse a été initiée au laborapmreAudrey Schirmer dans le but
d’identifier et de localiser les modifications peéges sur la protéine p25. Cette analyse a
été conduite en collaboration avec Dimitri Heintz Rhilippe Hammann (CNRS,
Strasbourg).
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L’analyse différentielle du contenu protéique destis contenant ou non la protéine p25 a
permis de localiser la protéine p25 au sein detiffts spots. La présence de plusieurs
spots dans lesquels la protéine p25 est retrouuggese qu’elle existe sous plusieurs
isoformes, bien qu’elle soit codée par un seul gara. L'analyse MS-MS a réveélé, entre

autres, I'existence d’une N-acétylation et de délatmns.

I. N-acétylation et déamidation de la protéine p25

La protéine p25 a été exprimée dadEotiana benthamiangar agro-infiltration des
feuilles en présence du suppresseur de RNAi du BWRG). Aprés séparation sur deux
gels 2D et immunodétection de p25 par westernd®dtun des gels, la protéine p25 a été
localisée au sein de 5 spdfgyure 1.4A). Le contenu de ces spots a été caractérisé par
MALDI-MS et MS-MS. L'analyse MALDI-MS du spot b &vélé une N-acétylation et la
présence de phosphorylations avec un recouvreneeri®%b(figure 1.4B). L'analyse MS-

MS (figure 1.4C) a confirmé la N-acétylation de p25 (recouvremenB8dé&b6) mais pas la
présence de phosphorylations. Il faut noter qu’pinesphatase est également détectée au

sein du spot.
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1  MGDILGAVYD LGHRPYLARR TVYEDRLILS TNGNICRAIN LLTHDNRTSL
51 VYHNNTKRIR FRGLLCAYHR PYCGFRALCR VMLCSLPRLC DIPINGSRDF
101 VADPTRLDSS VNELLVSTGL VIHYDRVHDV PIHTDGFEVY DFTTVFRGPG

151 NFLLPNATNF PRPTTTDQVY MVCLVNTVDC VLRFESELTV WIHSGLYTGD
201 VLDVDNNVIQ APDGVDDDD

1  MGDILGAVYD LGHRPYLARR TVYEDRLILS TNGNICRAIN LLTHDNRTSL
51 VYHNNTKRIR FRGLLCAYHR PYCGFRALCR VMLCSLPRLC DIPINGSRDF
101 VADPTRLDSS VNELLVSTGL VIHYDRVHDV PIHTDGFEVY DFTTVFRGPG

151 NFLLPNATNF PRPTTTDQVY MVCLVNTVDC VLRFESELTV WIHSGLYTGD

201 VLDVDNNVIQ APDGVDDDD
Figure 1.4 : Identification d’'une N-acétylation de la protéine p25 aprés séparation
bidimentionnelle. (A) Les cing spots contenant la protéine p25 sodiqués par les
fleches. Le spot b a été analysé par MS et par MS{8) L’'analyse de MS montre une
couverture de séquence de 76 % avec N-acétylati@® &0 avec phosphorylation. (C)

L’analyse par MS-MS a confirmé la N-acétylation slae spot avec 30 % de couvrement

mais sans détecter de phosphorylation. Les pepiigesifiés sont marqués en bleu et le
peptide N-acétylé en rouge.

Une autre expérience a permis l'identification dwst spots renfermant la protéine p25.
L’analyse MS-MS (16 % de recouvrement) a révélé déamidatior(figure 1.5) mais pas
de N-acétylation ni de phosphorylation. Le peptidentifié ELCDIPIDGSRDy) ne

contient pas un résidu d’asparagine N mais un asgartique D correspondant au site de
déamidation.
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1  MGDILGAVYD LGHRPYLARR TVYEDRLILS TNGNICRAIN LLTHDNRTSL
51 VYHNNTKRIR FRGLLCAYHR PYCGFRALCR VMLCSLPRLC DIPIDGSRDF
101 VADPTRLDSS VNELLVSTGL VIHYDRVHDV PIHTDGFEVY DFTTVFRGPG
151 NFLLPNATNF PRPTTTDQVY MVCLVNTVDC VLRFESELTV WIHSGLYTGD
201 VLDVDNNVIQ APDGVDDDD

Figure 1.5 : Identification d’'une déamidation de la protéine p25 apres séparation
bidimentionnelle. (A) Trois spots contenant la protéine p25 ontidé&ntifies sur le gel
bidimensionnel et analysés par MS-MS. (B) L'analgee MS-MS couvrant 16% de la
séquence de p25 a révelé la déamidation N95D. ¢jtsdes détectés sont marqués en bleu
et le peptide déamidé en rouge.

La déamidation chimique d’'une protéine (artéfadytpse produire lors de son contact
avec une base forte. Cependant, lors de la prépardes échantillons, ceux-ci n’ont
jamais été en présence d'une base forte. Cecielgissser que la déamidation N95D
pourrait correspondre a une PTM de la protéineasgrat moduler I'une de ses fonctions.
Lors de ces deux dernieres expériences, aucundpeptiosphorylé n'a été détecté.
L’absence de détection n’exclut pas I'existencepesphorylations de la protéine p25
mais illustre le manque de sensibilit¢ lors de tdomation des protéines issues de
I'expression transitoire de p25 hors contexte vikah effet, I'immunodétection de p25
dans ces extraits révele la présence d'un chapdetspots(Figure 1.6) pouvant
correspondre a plusieurs événements de phosphongatombinés ou non a la N-
acétylation et la déamidation. L'ensemble de cedssp’apparait pas apres coloration au
bleu colloidal (comparer Idgyures 1.4 et 1.5 & 1.6). Si plusieurs peptides potentiellement
phosphorylés ont été identifiés par MALDI-MS etdgiux peptides ont été identifiés par

MS-MS, les données obtenues n'ont pas éteé repribtkest
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Figure 1.6 : Différentes isoformes de la protéine p5 identifiees en western blotCes
isoformes sont positionnées en chapelet de spetspbt b représente la protéine p25 N-
aceétylée et phosphorylée tandis que les spoteRP&eprésentent des isoformes de la p25
N-acétylées, alors que les spots 13, 14 et 19dmmisoformes déamidées.

ii. Phosphorylation de la protéine p25

L’identification par spectrométrie de masse dedigep phosphorylés ayant échoué, nous
avons utilisé une approche biochimique pour déreonér présence de phosphates sur la
protéine. Pour cela, nous avons traité ou non ldgits protéiques a l'aide de la
phosphatase alcaline puis analysé le comportenesit@horétique de la protéine p25 sur
gel 2D apres immunodétection. Le traitement pgrhlasphatase alcaline induit la perte de
phosphorylations sur les phosphoprotéines qui tidudisparition de charge(s) négative(s)
(HPO3-). La protéine sera focalisée au sein d'unpblit basique correspondant a son
nouveau pl. Nous avons réalisé cette expériencata des extraits protéiques totaux de
N. benthamiananfiltrées. Ces extraits ont été séparés en deantibns identiques. La
premiére fraction est traitée par la phosphataseliaé et I'autre par un cocktail
d’inhibiteur de phosphatases. L'immunodétection lde protéine p25 réalisée apres
électrophorese 2D sur les deux échantillons réwete disparition des spots de la région
acide au profit de I'apparition de nouveaux spasswn pH basique apres le traitement

par la phosphatase alcaliffggure 1.7). Un tel résultat confirme que la protéine p25 est
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bien une phophoprotéine. Lors de cette expériammgs avons réussi a immunodétecter la
protéine p25 sous la forme de deux chapelets de @dtpis spots de poids moléculaire
proche de 50-55 kDa, probablement en raison duxaiione dénaturation modérée des
protéines focalisées (figure 1.7, fleche bleue)s Gpots pourraient correspondre a des

dimeres de p25.

c 130
100

Figure 1.7 : Confirmation de l'existence de phosphrylations par traitement a la
phosphatase alcalineAnalyse en western-blot de la protéine p25 cornegaont a une
séparation par électrophorese 2D des protéinesedotxtraites deN. benthamiana
agroinfiltrée non traitées (A) ou traitées (B) plasphatase alcaline. (C) La superposition
des images A (rouge) et B (vert) a l'aide d’'un Gigji de traitement d'image permet de
visualiser I'existence de protéines phosphoryléesige) et non phosphorylées (jaune)
dans la fraction non traitée. Les spots appardissanert correspondent également a des
protéines p25 non phosphorylées. Des spots comdapb a des diméres de protéine p25
phosphorylées apparaissent dans I'échantillon resté ta la phosphatase (fleche).

Nous avons émis I'hypothése que I'adressage sulbmied de la protéine p25 pourrait étre
modulé par phosphorylation. Nous avons entrepagmimer en contexte viral la protéine
p25 étiqguetée en N-terminal par un épitope HA (H&pA'une part pour faciliter sa
détection et d’autre part pour éviter la N-acétgltat Nous avons choisi d’infecter des
plantes a réponse systémique pour augmenter nosahae récupération des protéines
apres séparation d’extraits totaux ou de fractiudéaires. L'infection d&. macrocarpa
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a conduit & une infection systémique retardée gjoi@ucune différence d’'infection n’a pu
étre constatée s@pinacea oleraced.a protéine HAp25 a pu étre immunodétectée saus |
forme d'un chapelet de quatre spots dans les &xtraiaux deB. macrocarpa(figure
[.8A) et de trois spots dans des extraits nucléaires. déeracedfigure 1.8B) séparés sur
gel 2D et révélés a l'aide d’anticorps dirigés certépitope HA. Ces spots sont séparés
par un pl correspondant a I'addition d’une chargegphate. Un tel résultat nous a conduit
a suspecter I'existence de trois événements deppbogdation successifs et est a corréler
au résultat présenté dans la figure 1.7, ou deapelets de trois spots de PM 55-55 kDa

sont immunodétectés dans les extraits traitéddel@dinhibiteurs de phosphatases.

Figure 1.8 : Immunodétection de la protéine HAp25 @res séparation par
électrophorése bidimensionnelle(A) L'analyse a partir des extraits protéiques Rle
macrocarpainfectée par les ARN1+ 2 et Rep-3-HAp25 révéleriésence de quatre spots
positionnés en chapelet. (B) L'analyse a partir @dsaits nucléaires enrichis @&pinacea
oleracea infectée par les ARN1+ 2 et Rep-3-HAp25 révedestspots.

Pour isoler la protéine p25 a partir d'extraitstprgues de plantes infectées et ensuite
effectuer des expériences de marqueg&ivo ou co-purifier ses partenaires cellulaires
(voir chapitre 1), nous avons procédé a une agpratimmunoprécipitation de protéines
étiquetées par I'épitope HA.

La capture de la protéine HAp25 est réalisée arpheixtraits totaux de lésions locales de
C. quinoa infectées par les ARN 1, 2 et rep3 HAp25. Uneetapproche permet
I'élimination d’'un grand nombre de protéines celltgs et la récupération dans I'éluat de
la protéine p25 visible aprés coloration au bleloadal (Figure 1.9A) ou immunodétection
(Figure 1.9B) sous la forme d’'un doublet ou d’'umexe de 50 kDa.
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L'analyse MS et MS-MS de ces bandes a permis decti#t deux nouveaux
phosphopeptides issus de la protéine HAp25. Mathe@ment, ces résultats ne sont pas
reproductibles et sont distincts des résultats misteapres séparation 2D des protéines.
Nous avons néanmoins détecté les phosphopeptidggRAINLLTHDNR 47,
108DSSVNELLVSTGLVIHT,24 ainsi qu'un grand peptide issu de la partie @Giteale

acide de la protéine p25.
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Figure 1.9 : Immunoprécipitation de la protéine HAp25 a partir des feuilles de
C. quinoa infectées (A) Visualisation des protéines par coloration ldau colloidal.
L’éluat correspond a un pool de cing immunopréaipns regroupées. La protéine p25
est présente sous la forme d’'un doublet et d’'unptexe d’environ 50 kDa correspondant
probablement a un dimere de la protéine p25. (Bhumodétection de la protéine HAp25.
Input : protéines totales présentes dans I'extidit, protéines non retenues par la résine ;
E: protéines présentes dans I'éluat.

Pour tenter de confirmer la phosphorylation derlatgine p25, nous avons entrepris des

expériences de marquage au phosphore radidasiifo.

Cette technique permet d'incorporer du phosphatioaatif ¢?P ou **P) lors de la
biosynthese des protéines. La confirmation de tlI'étphosphorylé requiert
'immunoprécipitation de la protéine recherchéeyraanticorps spécifique et sa migration
sur gel dénaturant suivi d’une autoradiographieutilisation de I'électrophorése 2D
permet également de visualiser des spots.

J'ai réalisé cette expérience, plusieurs fois, @tirpales plantesC. quinoa ou B.

macrocarpainfectées a l'aide des transcrits des ARN1, 2 et par des ARN1, 2 et Rep-
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3-HAp25. Six C. quinog ou 13 jours B. macrocarpa aprés l'inoculation, des disques
foliaires ont été incubés 24 heures dans un tammortontenant pas ou trés peu de
phosphate mais supplémenté>de ou>3P. Les disques ont été broyés et la protéine p25
immunoprécipitée(figure 1.10B, pistes de droite) Les anticorps anti-p25 n’étant pas
hautement spécifiques, nous n'avons pas détect@uimsités suffisantes de la protéine
p25 marquééfigure 1.10C, pistes de droite) C’est pourquoi jai également effectué une
expérience parallele en utilisant un anticorpsi{e) dirigé contre une étiquette HA
fusionnée en N-terminal de la protéine p25 exprim@artir des transcrits rep3-HAp25.
Grace a cette approche, jai réussi a purifier tatggne HA-p25 sous deux formes,
monomérique et multimériquiigure 1.10A). La encore, I'autoradiographie ne m’'a pas
permis de détecter la protéine p25 phosphorffigare 1.10C). Plusieurs raisons peuvent
expliquer cette absence de détection de marquageepart, le maintien en survie des
disques foliaires en présence de phophore marqué nee pas suffire a la production
d’ATP marqué en quantité suffisante. D’autre plrtphosphorylation de la protéine p25
pourrait correspondre a un événement transiton® do cycle viral que nous ne ciblons
pas en effectuant ce marquagervivo. Enfin, la quantité de protéine p25 dans les tedlu
infectées n’est pas majoritaire et il est possiple les protéines cellulaires entrent en
compétition avec la protéine virale pour le marguagous avons reproduit I'expérience
plusieurs fois avec ou sans phosphate radioactit @dfiner la mise au point de ce

protocole, mais malheureusement sans succes.
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Figure 1.10 : Immunoprécipitation de la protéine p25 aprés marquagein vivo. Des
disques foliaires d@&. macrocarpaprovenant de feuilles systémiques infectées par le
ARN 1, 2 et Rep3-HAp25 ont été incubés 24 heurass dan tampon dépourvu de
phosphate supplémenté d’acide phosphorique raificaet avant d’immunoprécipiter la
protéine p25 (gauche) ou HAp25 (droite). Les prwsi totales sont viualisées par
coloration (D) ou aprés révélation par immunodébacé I'aide d’anticorps anti-HA (A),
ou anti-p25 (B) ou par autoradiographie (C). L, résente le marqueur de poids
moléculaire. Les chiffres a gauche représenteridets moléculaires.
D’autres expériences de marquageivo ont été mises en ceuvre lors de I'expression de la
protéine p25 hors contexte viral. Pour disposené’plus grande quantité de protéine p25,
jai agro-infiltré des feuilles déN. benthamiangpar des vecteurs binaires exprimant la
protéine p25, 'EGFP-p25 ou 'EGFP (Enhanced Gré&dourescent Protein) sous le
contrble du promoteur constitutif 35S du CaMV erésence de la protéine pO, le

suppresseur de RNA silencing du BWYV. Les immunojpiéations effectuées a l'aide
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d’anticorps dirigés contre la protéine p25 ou lat@ine GFP ne m’ont pas permis de
purifier la p25 ou GFP-p25 (non montré). La enc@lasieurs protocoles d’extraction et
de purification ont été testés, mais malheureusgrsans succes.

Ajoutons ici que jai essayé d’exprimer la protéip25 par d’autres approches pour
procéder au marquage vivo. Je vais citer ces expériences sans les détailtezlies ne
m’'ont pas permis de mettre en évidence la phospatay de la protéine p25. Tout
d’abord, jai commencé par l'infection de protoptss de feuilles d€€. quinoapar les
transcrits des ARN1, 2 et 3 du BNYVV. Cette expéce a été réalisée trois fois mais
malheureusement la quantité de la protéine p25 utds’'est révélée trés faible
probablement en raison d’un faible pourcentagefettion par les trois ARN viraux (non
montré). J'ai ensuite tenté de créer des lignéesetleles BY-2 transgéniques exprimant
constitutivement la protéine p25 ou la protéinduston GFP-p25 pour pouvoir les utiliser
dans le cadre d’expériences de margquagevo et pour disposer d’'un outil supplémentaire
d’étude de la protéine. Cette expérience a étéséeabjuatre fois sans succes. Dans ces
cellules, I'expression de la protéine p25 sembleiraun effet toxique. Cet effet a été
eégalement observé lors de tentatives d’obtentioN.deenthamianaxprimant la protéine
p25 [(Peltier, 2010), These de doctorat, UdS].

2. Approche de mutagenese « Alanine et Aspartate scang »

En parallele a I'approche protéomique, une apprathienutagenése par « Alanine et
Aspartate scanning » réalisée sur les résidus eséein thréonine potentiellement
phosphorylés de la protéine p25 a été initiée aorkoire par Guillaume Vetter. En
utilisant I'algorithme Netphos 2.0, des sites pttda de phosphorylation ont été prédits
sur la séquence de protéine p25, en particuliepdsgtions S109, S110, T21, T56, T164,
T165, Y23, Y52(figure 1.11A). Ces résidus sont conservés sur les protéinesdpg5
isolats A et P et sont prédits comme cibles de piaylation(figure 1.11B). Le logiciel
NetPhosK 1.0 a permis de déterminer que les pegdimases PKC, PKA et CKII seraient
potentiellement impliquées dans la phosphorylatiea p25figure 1.11C).
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A
—— Sites po‘r'e'n‘riels de phosphorylatiph ———
il .
& : ,|‘ 3 |l “wm,
p25 Teivaton
B p25B : T21,Y23,Y52, T56, 5109, S110, T164, T165
p25A: T21,Y23, 542, T56, S109, 5110, T164, T165
p25P : T21,Y23,Y52, T56, 5109, S110, 5163, T164, T165
c
Site T21 T43 T48 T56 5109 S110 T134 T164 5186
Kinase PKA PKC PKC PKC PKA PKA CKII PKG/CKII PKA

Score 0.52 0.68 0.64 0.52 0.64 0.56 0.55 0.50 0.63

Figure 1.11 : Identification des résidus potentiekment phosphorylés sur la protéine
p25. (A) Localisation des sites potentiels de phosglation présents sur la protéine p25
du BNYVV identifiés par I'algorithme Netphos 2.0e4 sites de phosphorylation analysés
dans cette étude par alanine et aspartate scasmmgndiqués par un astérisque. (B) Sites
potentiellement phosphorylés sur les protéinesg@senant de trois isolats du BNYVV.
(C) Analyse prédictive des kinases impliquées darghosphorylation des résidus cibles
présents sur la protéine p25 a l'aide du logicetFXosK 1.0.

J'ai dans un premier temps complété la collectienmtutants de phosphorylation de la
protéine p25 disponibles au laboratoire en rempilialgs résidus cibles (Y23, Y52, T43,
T134) par une alanine pour empécher toute phosfatiany ou par un acide aspartique
pour mimer un état de phosphorylation (Xiab al, 1997; Adachiet al, 1999). Jai
eégalement produit des doubles et des triples nutddans un deuxieme temps, jai
recherché linfluence de ces remplacements, d'warequr la localisation subcellulaire de
la protéine p25 fusionnée a la protéine GFP, aittBapart sur les propriétés d’activation
de la transcription et de la dimérisation des pnet® p25 mutées. Enfin, les mutants de la
protéine p25 ont été placés en contexte viral @t éemportement testé sur plantes hétes
pour tenter de corréler les symptdomes observéprapriétés biologiques et biochimiques

de ce facteur de pathogénicité viral.
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Mutagenese de la protéine p25

Les remplacements de codons de la protéine p2hindté effectués par mutagenése PCR
et les séquences des protéines p25 ainsi moddi#testé placées en fusion avec celle de la
protéine EGFP dans le vecteur d'expression pCK pamnalyser leur localisation

subcellulaire comme décrit précédemment (Vedteal, 2004).

I. Effet des résidus phosphorylables sur la localisath subcellulaire de la
protéine p25 du BNYVV

Il a été precédemment démontré que le poids maieutles protéines GFP-p25 sauvage
ou mutées de 52 kDa n’est pas compatible avec iffusidn passive a travers les pores
nucléaires (Vetteret al, 2004). En effet, la protéine p25 posséde danségmn N-
terminale une séquence de localisation nucléair® dlassique monopartite/lKR IRFRg2)
dont les résidus K57, R58 et R62 sont essentiélm@ort nucléaire de la protéine p25 par
'importine o (figure 1.12A) (Vetter et al, 2004). La protéine p25 renferme également
dans sa partie C-terminale une séquence responsibléexport nucléaire NES,
dépendante de la voie de l'exportine I MYMVCLVNTV .j (figure 1.12A). Si

I'interaction directe entre la protéine p25 et pextine 1 n'a pas été confirmée par systeme
double hybride de levure, I'export nucléaire derdatéine p25 était quant a lui sensible a la
Leptomycine B, inhibiteur d’export nucléaire dépandde I'exportine 1 (Vetteet al,
2004). Ces séquences NLS et NES pourraient peereeta protéine p25 d’'effectuer une
navette nucléo-cytoplasmique. A linstar de la ls@dion subcellulaire décrite pour
I'antigene T du virus SV40 qui possede un NLS atpgs contenant cing acides aminés
basiques (Kalderoat al, 1984a; Kalderomt al, 1984b), nous avons recherché I'incidence
des remplacements de cibles de phosphorylationasiwcalisation subcellulaire de la
protéine p25 dans les cellules BY-2 de tabac.
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Figure 1.12 : Représentation schématique de la préine p25 du BNYVV. (A)
Caractéristiques principales de la protéine p2&calisation du motif en doigt a zinc
putatif (Zinc finger), des séquences d'adressagdéaive (NLS), d'export (NES), et
Q’aptivation de la transcription de la protéine p@® Représentation schématique du doigt
a zinc.
a. Expression transitoire en cellules BY2
Les protéines de fusion GFP-p25 sauvage et mutéaeéexprimées transitoirement dans
des cellules de tabadlicotiana tabacumBY-2 transfectées par biolistique a I'aide des
vecteurs pCK recombinants qui apportent un conté&tgaduction identique pour chaque
construction. L'expression et les localisationscaliinlaires des protéines de fusion ont été
comparées de maniéere statistique.
Pour controler I'expression des protéines de fuSiéiP-p25 sauvage ou mutées et exclure
la possibilité d’apparition de formes tronquéeoifescentes dans les cellules de BY2, une
partie des cellules prélevées a été utilisée pesrahalyses par western blot et l'autre
partie pour la caractérisation de la localisatiobcgllulaire par microscopie confocale a
balayage laser (LSM 510). En effet, 'immunodétattile la protéine de fusion en utilisant
des anticorps poly clonaux dirigés contre la praadcGFP ou contre la protéine p25 sur
des extraits protéiques de cellules BY2 transfectéeele des protéines de fusion de taille
attendue (52 KDa)figure 1.13 A et C). Cependant, une exposition prolongée de la
membrane révele la présence d'une protéine d'emvie2d KDa dans les cellules
transfectées (Figure 1.13.B, fleche rouge) qui pmurétre une forme tronquée de la
protéine de fusion. L'utilisation de I'anti-p25 mpermet pas de retrouver cette bande de

27kDa, suggérant que cette protéine pourrait cooredre a la protéine EGFP. A ce stade,
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nous sommes dans l'incapacité de déterminer srd&ipe tronquée est présente dans
'ensemble des cellules fluorescentes ou si cetaespond a une faible proportion de
cellules. Une telle analyse n’a donc pas été eféacpour 'ensemble des constructions.

A B c D
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a =

<
2
7] -

T164A

TieaA
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/a) fa)
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> >

a a

@GFP @GFP @p25 @p25

Figure 1.13 : Analyse par western blot (16 h aprestransfection) des extraits
protéiques de cellules BY-2 transfectées par le wear pCK permettant I'expression des
protéines EGFP-p25 mutéessfd et Tig4A) a I'aide d’anticorps dirigés contre 'EGFP
(@GFP) (A et B) ou contre la protéine p25 (@p25e{®). @ représente des extraits de
cellules BY-2 non transfectées. Les poids molécegasont indiqués a gauche. (A et C)
exposition courte. (B et D) exposition longue. lexhe rouge indique une bande a environ
27 KDa présente uniqguement dans les cellules erptitta fusion EGFP-p25. Les fleches
bleues indiquent les bandes correspondant a 52 KDa.

b. Observation de la localisation subcellulaire des ptéines p25 mutées
Les cellules fluorescentes ont été prélevees 6et1P6 heures apres bombardement et
I'observation de la localisation subcellulaire gestéines GFP-p25 a été ensuite effectuée
en utilisant la microscopie confocale a balayagerlaLes expériences ont été répétées
entre trois et seize fois (pour la protéine mutég/A) et plus de vingt cellules
fluorescentes ont été observées pour chaque erpérie
Des exemples de localisation obtenus sont présentésfigure (1.14) et permettent de
comparer le comportement des protéines de fusiariéas avec celui de la protéine GFP-
p25.
La localisation subcellulaire de la protéine GFB-gauvagdfigure 1.14) est identique a
celle décrite précédemment (Vetter al, 2004). Sur les coupes optiques réalisées en
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microscopie confocale, le noyau fluoresce en veut comme les travées cytoplasmiques.
La protéine GFP-p25 s’accumule plus dans le noygudans le cytoplasme. Les vacuoles
et le nucléole ne fluorescent pas. Dans le cagaéipes mutées, nous avons retrouve des
protéines possédant les mémes caractéristiquep2fiect d’autres qui se localisaient

principalement dans le noyau ou dans le cytoplg$igngre 1.14 et tableau 1.2)

Figure 1.14 : Analyse comparative par microscopie anfocale de la localisation
subcellulaire des protéines EGFP et de protéines p2sauvage (wt) ou mutées,
fusionnées a 'EGFP et exprimées transitoirement de des cellules BY-2 de tabac.
Les annotations jaunes permettent de localisesdegpartiments subcellulaires. N, noyau ;
C, cytoplasme ; Nu, nucléole ; V, vacuole ; P,ipalt de tungsténe.

Pour confirmer ces localisations en cellules BYie expérience d’agroinfiltration sur
feuilles deNicotiana benthamiana été menée. Ainsi, j'ai cloné quelques mutantsade
protéine de fusion GFP-p25 dans un vecteur bin@iinplus) sous le contrdle du
promoteur 35S et du terminateur 35S du CaMV. Jaiigi de réaliser cette expérience
avec les vecteurs qui permettent I'expression deréééine EGFP seule, de la protéine
EGFP-p25 sauvage et de la forme tronquée EGFR$RFVetteret al, 2004) ainsi que
I'expression des protéines EGFPp2BA et T43A-T164A. Les vecteurs recombinants ont
été introduits dané. tumefaciengjui ont été infiltrés sur feuille dd. benthamianales
tissus infiltrés ont été observés sous microscopidocale aprés 3, 4 et 5 jours. Toutes les
localisations observées sur feuilles infiltréigure 1.15) correspondent a celles observées
dans les cellules BY-2 [(ce travail et (Vet&gral, 2004)].
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pBinplusG25 pBinplusGFP

pBinplusG25ASB

pBinplusG25T,; AT, A pBinplus625T;¢,A

Figure 1.15 : Recherche par microscopie confocaleedla localisation subcellulaire de
protéines fusionnées a I'EGFP 4 jours aprés agroiilfration de feuilles de N.
benthamiana. Les constructions pBinPlus utilisées permettentxgliener la protéine
EGFP, la protéine EGFP-p25 (G25), la protéine E@GEPdélétée de la partie N-terminale
de p25 (G2ASB), les protéines EGFP-p25 mutée (GgX ou G25T3A-T1sA). Les
annotations jaunes permettent de localiser les aampents subcellulaires. N, noyau ; C,
cytoplasme ; Nu, nucléole ; V, vacuole.
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Ici encore, 'immunodétection des protéines pardescorps anti-GFP ou anti-p25 révéle
les protéines a leur taille attendue mais ausgrdgence de produits plus couffigure
[.16) et mutés (non montré). Curieusement, la protém@tkDa observée dans I'analyse
des cellules BY-2 est absente mais semble rempfzréene protéine de 35 kDa reconnue
par les deux anticorps. Compte tenu de ces résuji@topté pour I'analyse systématique
de la localisation des protéines GFP-p25 dansdibsies BY-2.

GFP G625 (G25ASB

A 130— 12 3 9 3 173
100—
72— -
34— > -
s
17 —
BC
GFP 625 (25ASB
T S ad

720 L ‘ -
Lo e
@p25 4 rgl sl

34 i e

—
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Figure 1.16 : Immunodétection des protéines EGFP (GFP), EGFP-p26525) et de la
protéine eGFP-p22SB (G25ASB) dansN. benthamiana 4 jours post agroinfiltration.

BC représente les protéines totales transféréesnsmnbrane et colorées par bleu de
CoomassielLes numéros 1, 2 et 3 représentent les plantesnéitirées par différentes
concentration dd. tumifaciengDOsgoo 0,1- 0,5 et 0,7 respectivement) & partir desgsielle
les extractions ont été faites. Les rectanglesueait les bandes attendues. Les fleches
rouges indiquent la bande a environ 35 kDa cormdg@at & une forme tronquée de la
protéine de fusion. Les chiffres a gauche indiglesmpoids moléculaires.
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Les proteines de fusion p25 mutées AID, T, A, YD et TeD) sont détectees

principalement dans le noyau et dans le cytoplasmué,comme la protéine sauvage GFP-
p25. D’autres mutants {JA/D, Si00A-S110A, SiodD-S110E, Ti65A/D et TigA/D) qui
n'apparaissent pas dans le tableau 1.2 se compartanme la protéine GFP-p25wt. A
I'inverse, les protéines de fusion mutées&Y Ts¢D et Ti64A) se localisent principalement
dans le cytoplasm@ableau 1.2). Un comportement particulier a été observé darase

des constructions GFP-p25,)& et GFP-p25 Y D. Ces deux proteines de fusion

présentent a la fois une localisation nucléo-csplique et une localisation

principalement cytoplasmique dans environ 50% dshiles transfectée@ableau 1.2).

Un tel résultat pourrait s’expliquer par I'existende modifications post traductionnelles
supplémentaires ou de facteurs cellulaires qui nagent affecter la localisation de la
protéine et qui seraient dépendants de I'état plogique des cellules BY2.

Globalement, nos résultats indiquent que les muatibns introduites au niveau de
certains sites de phosphorylation influencent lealisation subcellulaire de la protéine
p25. Cet effet est soit lié a une perturbation 'deatl de la phosphoprotéine ou a une
modification de structure majeure de la protéine.diautres termes, cet effet peut étre la
conséquence de modifications majeures de la steutridimensionnelle, de I'activation ou

de linhibition de I'import nucléaire, ou encore dlactivation constitutive de I'export

nucléaire.
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Tableau 1.2 : Récapitulatif des localisations subdiellaires de protéines p25 sauvage et
mutées, fusionnées a I'EGFP et exprimées en cellsldBY-2. N>C : Localisation
nucléaire et cytoplasmique ; C>N : Localisatiompipalement cytoplasmique. *, indique
les mutants dont la localisation subcellulaire @ réalisée par Guillaume Vetter [(Vetter,
2003), Thése de doctorat, ULP].

Construction Nombre Intensité relative de Traitement
pCKGFPp25 de la localisation Leptomycin B

cellules C>N N>C (Exportin 1

observées % % inhibitor)

wt 500 <2 >98 Non testé
Y23A 105 46,66 53,33 pas d'effet
Y23D 219 51,59 48,4 pas d'effet
T43A 60 23,33 76,66 Non testé
T43D 60 20 80 Non testé
Y52A 171 85,97 14,02 pas d'effet
Y52D 185 23,24 76,76 pas d'effet
TseA™ N>C Non testé
Ts6D* ON pas d'effet
T134A 64 8,47 91,52 Non testé
T1p4A 306 78,43 2157 pas d'effet
T164D ou 165A/D N>C Non testé

ou 166A/D

T43A-Tip4A 291 84,87 15,12 pas d'effet
Ta3D-Ti64D 144 26,39 73,61 Non testé
T43A-T164D 195 51,8 48,2 pas d'effet
T43D-Tig4A 27 0 100 Non testé
Y52A-Tig4A 180 95 5 pas d'effet
Y52D-T164D 93 46,24 53,76 pas d'effet
T43A-Ys2A-TiesA 191 94,76 5,23 pas deffet
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c. Effet de doubles et triples substitutions sur la lcalisation subcellulaire de la
protéine p25

Les processus d’activation de fonction protéiqued fparfois appel a des cascades de
PTM. La détection de plusieurs spots en analyse nPDs a poussés a rechercher
I'incidence de la phosphorylation a l'aide de dasbét de triples mutants. La purification
de p25 a partir de noyaux isolés révele la présdaqaotéines phosphoryléggure 1.8).
Une telle approche a été réalisée pour recherciieexsstait un effet coopératif de
phosphorylation ou un effet compensatoire entre mestations introduites. Les
remplacements %A ou Tie/A induisent une rétention cytoplasmique de la pneté&t les
substitutions de T43 affectent trés légeremenoddalisation de p25. J'ai donc effectué un
double mutant qui empéche toute phosphorylationd#ges positions, ¥A-T16A et un
autre qui mime leur état phosphorylé;,¥-T1sD. Par la méme occasion, j'ai produit les
mutants F3A-T1e4A, TasD-T1eD, T43A-T16D et TusD-Ti4A. J'ai également créé le triple
mutant T3A-Y 50A-T1g/A Mais je ne suis jamais parvenu a obtenir ledriplutant F3D-
Y52D-T1e4D.
Tout comme les simples mutantg,X et TigsA, les doubles mutants;FA-T164A, Ys50A-
T13A, Ys0A-TigA et le triple mutant T3A-Ys5A-TieA restent localisés dans le
cytoplasmgtableau 1.2). Cette localisation cytoplasmique est liée a ursence d’import
nucléaire car je n'ai pas observé d’effet de I'mitgur d’export nucléaire : la Leptomycine
B, LMB (Kudo et al, 1998). Ces reéesultats m’'ont amené a suspecterngu’u
phosphorylation de résidus aux positions 43, 52L&t pouvait étre impliguée dans
I'import nucléaire de p25. Les mutantgsA-T1gD et Ys5.D-T164D affectent partiellement
la localisation subcellulaire de la protéine p2&6mme dans le cas de Y23, la protéine
mutée se localise soit dans le noyau soit restep@dmique. Le mutant 43D-T164D
présente quant a lui un comportement intermédieirda construction &D-T1s/A se
localise essentiellement dans le noyau. Cette épademutageneése nécessite pour étre
complétée l'obtention de triples mutantgsD-Ys,D-T1gdD et Ti3D-Ys5.D-TieA pour
modéliser les processus de phosphorylation et iemucléaire de p25. Bien entendu,
nous gardons a I'esprit que d’autres modificatipast-traductionnelles peuvent intervenir
dans la régulation du transport nucléo-cytoplasmigfudes fonctions de la protéine p25. Si

de telles modifications n'ont pas encore été olegors de I'immunodétection de la
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protéine p25 aprés séparation par électrophoradiendmsionnelle, leur existence reste

toutefois & envisager.

ii. Influence de mutants de phosphorylation de la proiée p25 sur l'interaction

avec l'importine a in vitro

L’importation nucléaire active des protéines poasédun NLS classique (mono ou
bipartite) chez les plantes se fait par l'internaéidn des différents types de partenaires
associés aux noyaux (Merlkde al, 1996; Merkle, 2001). La premiére étape de I'inh@st

la reconnaissance entre le NLS de la protéine aorit@p par les répétitions de type
Armadillo (ARM) situées dans la partie centrale ldmportine a. La seconde étape
implique lintervention de l'importinefl qui est reconnue par les pores nucléaires.
L'importine B1 interagit avec le domaine IBB de I'importine (Importine B-binding
domain). Grace a la reconnaissance de I'impofith@ar certaines nucléoporines du pore
nucléaire, ce complexe est transporté dans le ndyans le noyau, la protéine RanGTP
(GTPase Ran pour Ras-related nuclear protein) tindudissociation du complexe en
interagissant avec I'importirl via la méme région fixant IBB de I'importine

La protéine p25 interagit avec I'importimeet cette interaction est nécessaire a son import
nucléaire (Vetteret al, 2004). Nous avons recherché la capacité de |&ipeo p25
modifiée aux positions clé de phosphorylation @ragir avec I'importinex. Pour cela,
nous avons utilisé la technique de "GST-pull dowafgement utilisée pour étudier des
interactions protéine-protéinia vitro. Elle repose sur la capacité de la Glutathion S-
transférase (GST) a se fixer sur des billes daatilidn-sépharose. La protéine fusionnée a
la GST ainsi que sa/ses partenaires seront reteswreses billes. L'utilisation des
partenaires marquées &t ou l'utilisation des anticorps spécifiques permetrévéler
cette interaction. J'ai choisi d’exprimer des musate la protéine p25 que j'ai clonés en
fusion avec le tag Histidine (HA) dans le vectelaxgression pIVEX 2.3. Les protéines
p25 sauvages et mutées ont été produntestro dans un lysat . coli en utilisant le kit
RTS100 (Rapid Translation Systéeme). Ces protéinegt@ analysées par western blot, la
présence des protéines a été vériNidgdes anticorps contre la protéine p@gure 1.17A)

ou les anticorps monoclonaux anti-HA ou par autogr@phie (non montréNous avons

effectué le test de GST-pull down et recherchéclgsacités de ces protéines a interagir
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avec I'importinea de riz fusionnée a la GST, utilisée précédemmenélaoratoire (Vetter
et al, 2004). La GST seule, produite dahscolia été utilisée comme témoin négatif.

Les résultats sont présentés sufigare (1.17B). L'utilisation d’anticorps monoclonaux
dirigés contre le tag HA, ou poly clonaux diriggmtre la p25, a révélé que toutes les
protéines p25 sauvage et mutées testées (p25,42BT p25Ys.D, p25Tis4A/D et Yo3A)
interagissent avec I'importinede riz a I'exception du mutantsYA. Ce mutant est affecté
dans sa localisation subcellulaire qui est fortemeytoplasmique. D’autres mutants
présentaient des défauts de localisation subce#alacomme par exempleglA, mais
I'interaction entre la protéine mutée et 'impogimne semble pas altérée dans ce cas.
Ainsi la phosphorylation de Tyr52 est nécessairkingport nucléaire. A I'opposé, la
protéine p257s4A, qui reste un partenaire de l'importinge n'est pas importée dans le
noyau (Tableau 1.2). Il est probable que la thréenil64 soit impliquée dans une
interaction entre I'importing@ avec I'importinefl ou la reconnaissance de I'importipie
par les nucléoporines du NPC. Le signal de lodadisanucléaire (NLS) est situé dans la
partie N terminale de la protéine, ce résultat suggu’il existe des interactions entre les
parties N et C terminales de la protéine et queicEsactions seraient nécessaires a
I'import nucléaire de la protéine p25 a I'instar ldeprotéine Rev du virus HIV1 (Stauber
et al, 1998; Neumanet al, 2001).
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Figure 1.17 : Immunodétection des protéines p25 pmuites in vitro (A), capables
d’interagir avec l'importine a de riz (B). A. Les protéines produites en lysaEd'coli
(systéme RT100) ont été analysées a I'aide degpabt{(@p25) pour vérifier leur présence
et pour les quantifier afin d'utiliser la méme qtign ultérieurement. Les poids
moléculaires sont indiqués a gauche. T+ reprédanpgotéine p25 extraite a partir des
plantes deB. macrocarpainfectées par le BNYVV. Les protéines totales @té
transférées sur membrane et colorées par bleu den&sie (BC)B. La protéine p25
sauvage ou mutée a été incubée avec des quaimiiésres GST ou GST-importine de

riz. Apres lavages, la moitié de chaque milieu tiéacel a été analysée par western blot et

a l'aide d’anticorps anti-HA (ou anti-p25, non met

iii. Role des résidus phosphorylables sur la capacité attivation de la

transcription de la protéine p25: utilisation de lapproche de "simple

hybride"

Un tel systéeme a déja été mis a profit pour redterdes protéines capables d’activer la

transcription et pour caractériser leur domainectiVation (AD). Décrit précédemment
dans le cas de la protéine VP16 de I'Herpes simylers (Sadowsket al, 1988; Cousens
et al, 1989), de l'activateur de transcription STAT6 (gaet al, 2002), du domaine
d’activation de la transcription de Gal4 fusionnia @rotéine LexA (Rheet al, 2000) ou
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encore de la protéine d’avirulence AvrBs3 Xanthomonas campestr{§zureket al,
2001), ce systéme a été utilisé au laboratoire paractériser le domaine d’activation de la
transcription de la protéine p26 (Lirét al, 2005) et de la protéine p25 (aa 103-145)
(Klein et al, 2007). En plus de son domaine d’activation dedascription(figure 1.12A),

la protéine p25 comporte un domaine zinc-fingerapu{Jupinet al, 1992) composé du
motif ;3CX5-CX4-CX5-Gy (figure 1.12B).

J'ai réalisé le clonage de I'ensemble des mutamis grotéine p25 en fusion a la séquence
du domaine de fixation a 'ADN du facteur de tramsiion GAL4 (GAL4BD), dans le
vecteur navette pGBT9. Les plasmides recombinamt®i@ introduits dans la souche de
levure HF7c.

Les levures recombinantes ont ensuite été sélecem sur milieu dépourvu de
tryptophane et repiquées a la fois sur milieu SEfure 1.18, colonnes de gauchedt
sur milieu SD-WH, pour visualiser l'activation dwerge rapporteuHis3 (figure 1.18,
colonnes de droite) En absence d’histidine, la protéine p25 sauvadesdormes mutées
T21D, T43D, Ys2D, Ts6A, S100A-S110A, T165A/D et T43A-T164A sont capables de reconstituer
un facteur de transcription chimérique dont I'exgsien rend les levures prototrophes pour
I'histidine (figure 1.18). Si certains des mutants concernent directemendol®aine
d’activation de la transcription de p25 (aa 1031&)1d’autres sont localisés a I'extérieur.
Il est important de préciser que I'activation derknscription nécessite la présence d’'une
protéine p25 compléte (Kleiat al, 2007) et que I'adressage nucléaire de la protéeme
fusion est assuré par GAL4BD. Des changementsdBacaminés réalisés au sein de la
région hypervariable de la protéine p25 avaient smsévidence l'importance de la
structure de la protéine pour le recrutement déRINA polymérase Il. L'interaction
probable des domaines N et C terminaux de p25resire illustrée ici par les mutants
T43A, T164A qui sont incapables d’activer la transcriptiolora que le double mutantzA-
T164A le devient. Curieusement, si ce double mutantcaegtable de recruter la RNA
polymérase, il est incapable d'étre adressé auwnolaest donc envisageable que la
protéine p25 subisse une phosphorylation pour samsport au noyau et subisse un
déphosphorylation pour recruter la RNA polymér&emme aucun transformant n’a éte
obtenu pour le mutant;dD-T14D, je ne peux pas discuter cet aspect.

L’activation de transcription médiée par GAL4-p25pdrait lorsqu’un autre plasmide est
présent dans la levure (Kleet al, 2007) ce qui rend possible les études d’intevacti

protéine-protéine en systeme double hybride deréevu
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Figure 1.18 : Analyse en systeme simple hybride devure de I'effet de I'expression des
protéines chimériques GAL4BD-p25 mutées sur I'atton de la transcription du gene
rapporteurHis3. Les levures HF7c exprimant la protéine GAL4BDIed@) ou fusionnée

a la protéine p25 et a ses formes mutées séleéeésnsur milieu SD-W peuvent pousser
sur un milieu dépourvu en histidine (SD-WH) uniqesinlorsque le géne rapportedis3
est exprimé. Les protéines p25wkeA et TiesD activent la transcription plus fortement
gue les protéines,ID, T43D, Ys5:D, Si00A-S110A, T165A et Ta3A-T164A.

iv. Role des résidus phosphorylables sur les capacitébinteraction entre

protéine p25 : utilisation de I'approche de "doublehybride”

Le systéme du "double hybride" est une méthode tggree utilisée pour rechercher
I'existence d’interactions entre protéines dankelaire Saccharomyces cerevisiéEields
and Song, 1989; Bartadt al, 1993). Son principe repose sur la possibilitéséparer
I'activité du facteur de transcription GAL4 en dedamaines : le domaine de fixation a
'ADN (BD) qui associe a |'Upstream Activating Semece (UAS) et le domaine
d’activation de la transcription (AD) qui recrutARN polymérase Il. Ces deux domaines
gardent leurs propriétés et, lorsqu’ils sont ra$sés par une interaction, il y a
reconstitution d’'un facteur de transcription fonotiel permettant I'expression d’'un ou de

plusieurs génes rapporteurs. Ainsi, linteractiontre deux protéines fusionnées
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respectivement a chaque domaine, reconstitue keuiaae transcription qui activera
I'expression du ou des genes rapporteurs.

L'utilisation de ce systéme a permis de montrer lquarotéine p25 est capable d’interagir
avec elle-méme sans pour autant déterminer la gioeétrie de I'interaction. L’interaction
entre protéines p25 requiert l'intégrité de la s&ope puisqu’aucun des mutants de
délétion testés n’est capable de maintenir desaictiens en systéeme double hybride de
levure (Kleinet al, 2007).

J'ai cloné I'ensemble de nos mutants dans le ve@@AD424 en fusion avec le domaine
d’'activation de la transcription de GAL4 (GAL4ADRour rechercher les capacités
d’interaction entre nos mutants, j'ai utilisé I'apphe de "mating" entre levures de signe
sexué opposé. Les mutants ponctuels testés préoextgnen systeme simple hybride ont
été exprimés dans les levures HF7c de signe sex(MATa). Aussi, j'ai transformé des
levures Y187 de signe sexuelMATa) avec les plasmides pGAD424 recombinants. Les
levures ont été mises en contact deux a deux podupe des levures diploides qui ont
éte sélectionnées. Des quantités identiques ddeetliploides ont été déposées sur milieu
SD-WL et sur milieu minimum dépourvu de tryptophaleeicine et histidine (SD-WLH)
pour rechercher leur prototrophie vis-a-vis de skiline. Cette prototrophie reflete
I'activation de la transcription du géne rapportélis3 par le facteur de transcription
reconstitué et donc par l'interaction des deuxéingts de fusion. Les interactions plus ou
moins fortes sont reflétées par la vitesse de saose des levures pendant 48 heures en
absence ou en présence du compétiteur de l'histi@s@amino de triazole (3AT) a des

concentrations différentes 3, 5 et 10 mM dans lemi

Les résultats obtenus sont illustrés pafigaire (1.19) et résumés dans kableau 1.3.
Toutes les levures diploides sont capables derersiir milieu SD-WL (non montré).
L’absence de croissance des levures exprimantd&ipe p25 sauvage et le domaine
GAL4-AD seul est expliquée par la faible activatida la transcription de la protéine
GAL4BD-p25 dans un systéme ou le seuil de détedeminteractions est plus élevé que
dans des levures haploides HF7c. La protéine p@samit avec elle méme et avec les
mutants BiA/D, Y23A, TasD, Ys:D, Ts6A, S100A-S110A, T165A/D, T166A/D. En effet, la
figure 1.19 présente une seule expérience en absence du dewmpSAT et elle ne
contient pas toutes les combinaisons testéegsalbleau 1.3 résume tous les résultats de

tests simple et double hybride issus de trois expées différentes.

137



Chapitre |

p25

THA

YasA
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Y5A-Ti34A
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Figure 1.19 : Caractérisation des capacités de dimisation de protéines p25 sauvage
et mutées par la technique du "double hybride".Les levures diploides sélectionnées sur
milieu dépourvu en tryptophane et en leucine s@podées en quantités identiques sur
milieu SD-WL (non montré) pour visualiser leur @since et sur milieu SD déplété en
tryptophane, leucine et histidine (SD-WLH) pouruaBser I'activation de la transcription
du géne rapporteuris3 qui rend les levures prototrophes vis-a-vis déstitine. Une
croissance sur milieu SD-TLH témoigne de I'existedinteractions entre les protéines de
fusion GAL4BD-p25 sauvage ou mutées et les proséileefusion GAL4AD-p25 sauvage
ou mutées. La mutationskR a été introduite par erreur de 'ADN polymérages|de la
réaction PCR pour produire la mutation,X. Nous avons gardé cette double mutation
(Ys2AHs3R) et elle a été aussi testée pour la suite ageaues formes mutées.
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Nos résultats nous permettent de conclure queefaplacements XD, T, D, SjooD-Si1dE,

T16eD abolissent les capacités de dimérisation desnp2®es. Il en est de méme pour le

mutant T D, incapable de dimériser. Les mémes mutation®dnites sur les residus

adjacents (J,.D, T, D) n'abolissent pas la dimérisation, ce qui perdiétarter en partie

un effet lié a la charge négative apportée papéddste, et conforte 'importance d’une
phosphorylation de cette thréonine 164. Il est damvisageable que la ou les
phosphorylations des résidus Y23, T56, S109-S110.&4 soient impliquées en partie ou
en totalit¢ dans la régulation de la dimérisaties grotéines p25. A l'opposé, les
remplacements 4BA, YA abolissent les capacités de dimérisation despres mutées
en supposant que la phosphorylation d’'un de cadugsst indispensable pour cette
propriété de dimérisation. Enfin, comme on I'a @gtécédemment, le simple mutangA

ou Tie/A empéche linteraction avec la p25 sauvage aing @ dimérisation de ces
mutants. De facon surprenante, le double mutagh-T16/A a restauré la capacité de la
protéine a interagir avec la protéine sauvage,adtiefment la dimérisation. Une fois
encore, un tel résultat renforce I'idée de la pnésed’interaction entre les parties N et C
terminales de la p25 et I'importance de la striectde la protéine p25 dans sa capacité a
dimériser et probablement a interagir avec despaites cellulaires.

Un mutant dominant négatif de la protéine p25 ded@nc étre capable d’interagir avec la
protéine p25 wt, étre incapable d’activer la traipsion dans la levure et posséder une
localisation subcellulaire soit nucléaire, soit apfasmique. Un tel mutant devrait
également étre incapable d’'induire des symptomesarag sur plante. Nous avons donc

recherché I'effet des mutations sur les symptémeduyits dans trois plantes hétes.
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Tableau 1.3: Résumé de l'effet des mutations intrduites au niveau des sites
potentiels de phosphorylation de la protéine p25 sU’activation de transcription en
systeme simple hybride et sur la capacité de diméation en systeme double hybride
dans la levure.
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v. Roéle des résidus phosphorylables sur les propriétéde la protéine p25 :

Effet des remplacements sur le développement desygytomes foliaires

Les formes mutées de la protéine p25 ont été iniesl dans le clone complet ADNc de
I’ARN3 pour produire des transcrits infectieumxvitro (Quillet et al, 1989). Ces transcrits
ont été supplémentés des ARN1 et 2 (Strasl2) eulié@® sur feuille d&Chenopodium
quinog Tetragonia expansat Beta macrocarpa Pour chacune de ces especes, les
expériences ont été répéteées trois fois et ontist@na inoculer deux ou trois plantes. Les
feuilles deC. quinoaou T. expansant été récoltées six a huit jours aprés inocutaties
feuilles deB. macrocarpaont été récoltées treize a vingt jours aprés itadicun. Les
feuilles ont été photographiées et les Iésiongtintécoltées pour caractériser I'expression
des ARN viraux et des protéines CP et p25. Les symgs observés sont résumés sur la
figure 1.20. L'utilisation des plantes hotegs. quinoaet T. expansaa permis d’identifier
trois groupes de mutants de la protéine p25. Lejgregroupe concerne les mutants de la
protéine p25 produisant des lésions chlorotiquesga identiques a celles obtenues en
présence d’ARN3 sauvage ; c’est le cas des mulams -Y 23A, -T43A/D, -S100A-S110A, -

T oA -TiesA et -TigeA (figure 1.20). Le deuxieme groupe regroupe les mutants de la

protéine p25 induisant des lésions chlorotiqguesegercomparables a celles obtenues en
absence d’ARNJfigure 1.20) ; c’est le cas des mutants J/D, -Ys5A-HssA, -Ys5oA-

T1zA, -Siod-Suck, -T,, D et -TiedD. Le troisieme groupe concerne les mutants

produisant des symptémes intermédiaires et regrétegpenutants D, -Y,3D, -Ts6A, -
T165D et le double mutants3A-T164A.

De facon surprenante, l'infection systéemiqueBdenacrocarpaapparait également comme
étant affectée par certains changements d’acid@searmtroduits dans la séquence de la
protéine p25. Pourtant, aucune des mutations ct&fla séquence "core" responsable du
mouvement viral a longue distan@ieauber et al, 1998a). Les mutants s¥A, -S;odD-

SucE et -T,D ont montré un retard dans I'apparition des symgt® systémiques tandis

que les mutants s$A-HssA, -Ys52A-T13A et -Ys,D ne sont plus propagés a longue
distance. Il faut noter que le point commun de toes mutants est qu’ils possédent tous

une Tyrosine 52 mutée qui modifie les symptémeauscet I'infection systémique.
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-y52D -SIOQD-SHOE

Stras12 YA -YsA-HgR -Y,A-T A

~

-T164D

Tetragonia expansa

Chenopodium quinoa Lv Lv Lv Lv Lv Lv Lv
Beta macrocarpa NS 207 NS NS NS 207 207

-T,,D -Y,30 -T5A “Ti1sD  -TyA-T 4A Stras123

= &. ‘
Tetragonia expansa LI/v -
Chenopodium quinoa Lv LI/v LI/v LI/V LJ/v LJ/v LT
Beta macrocarpa 137 137 137 137 137 137 137
“TiesA - Tie6A
Tetragonia expansa LT
Chenopodium quinoa LT LT LJ LT
Beta macrocarpa 137 137 137 137 137 137 137

Figure 1.20 : Effet de I'expression de la protéing25 mutée sur le développement des
symptdbmes foliaires 8 jours apres inoculation mécague d’ARN infectieux du
BNYVV sur T. expansa et C. quinoa ainsi qu’apres 20 jours apres inoculation suiB.
macrocarpa. Les lésions vertes (LV) induites lors de I'infectilocale des feuilles par les
ARNL1 et 2 seuls (Stras12) sont exacerbées lor&egpréssion de la protéine p25 codée
par 'ARN3 (Stras123). Si des formes mutées dadémne p25 restent capables d’induire
ce jaunissement caractéristique (Strasl22.T-Y23A, -T43A/D, -S10dA-S11A -T1edD, -
T1esA, -T166A), d’autres perdent cette capacité et produisestlésions similaires a celles
obtenues en présence des ARNL1 et 2 seuls (Stra&LBH, -Y5,A-Hs3R, -Y50A-T13A, -
S10dD-S110E -T1e4D, -T16eD). L'expression des autres protéines p25 mutéeay®23- 11D,

-Y 23D, -TseA, -T1esD, -T43A-T164A) retarde I'apparition des Iésions jaunes (LJ)r Bu
macrocarpa’’infection systémique a été visualisée apres 185¢13J) ou a été retardée a
20 jours (20J), ou les plantes n'ont pas dévelapméinfection systémique (NS).

J'ai analysé respectivement par northern blot etestern blot les ARN et les protéines
virales issues des lésions récoltées. Comme nangps le constater sur fegure 1.21D

et 1.22D, 'ARN 3 est présent dans I'ensemble des constmsttestées a I'exception de la
souche helper Stras12. Le niveau d’accumulationAdRN viraux est comparable, ce qui
semble indiquer que les mutations de p25 ont pediuence sur 'accumulation des ARN

viraux.
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Les Iésions récoltées sur les différentes plantésegalement été analysées par western
blot pour chercher d’éventuelles différences d’acglation des protéines virales p25 et
CP.

(1] am u-'g
3 3 A
S 8§ 00 < 009,253 %42%
= = N & F < 10 10 10,0 = = =
A W O > F F>X>>F Wk F F FF
Anti-p25
25 KDa
B o
Anti-CP
21 KDa
C
D

RNA1
RNA2

RNA3

Figure 1.21 : Analyse de I'accumulation des protéias virales et des ARN virauxdans
des lésions locales de feuilles @ie expansanoculées par la souche helper Stras12 ou
supplémentée des transcrits t35 sauvage ou pdatanbtéine p25 mutée. (A) Analyse par
western blot de la présence de la protéine p25tiéisant des anticorps anti-p25. Les
rectangles rouges entourent les bandes avec urd rééa migration. (B) Analyse par
western blot de la présence de la protéine CP #disant des anticorps anti-CP. (C)
Coloration de membrane par bleu de Coomassie miastqgrotéines totales. (D) détection
des ARN viraux par northern blot.
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Figure 1.22 : Etude de linfluence des protéines vales p25 mutées sur I'expression
protéique et sur la réplication des ARN virauxdans des lésions locales de feuille<Cde
qguinoainoculées par Strasl2 ou supplémentées des titan85 sauvage ou portant la
protéine p25 mutée. Détection par western bldtadeumulation des protéines p25wt ou
mutées par I'anti-p25 (A), ainsi que de la protéite par I'anti-CP (B). (C) Coloration de
membrane au bleu de Coomassie. (D) Analyse paherortblot de I'accumulation de
'ARN3 (Lauber et al, 1997). Les rectangles rouges entourent les bamesentant un
retard de migration. Les bandes observées pour pAAY correspondent aux détections
les plus fortes obtenues pour 'ensemble des apslgBectuées.
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L’immunodétection des protéines virales en utilisls anticorps polyclonaux dirigés
contre la protéine p25 et la protéine de capsides reopermis de visualiser des niveaux
d’expression comparables pour la protéine @Bure 1.21B et figure 1.22B) mais
différents pour la protéine p25 indépendamment aeplante hote utilisée et de
I'expérience(figure 1.21A et 1.22A). Ainsi, jai constaté une modification de la maiil
électrophorétique des mutantsD et SodD-S;10E et une baisse de 'accumulatiigure
[.21A et I.22A) voire I'absence de détectidgfigure 1.21A) de la protéine mutéesyA et
Ys:D. Nous avons pu conclure que les mutations dulué€gb2 affectent la stabilité de la
protéine p25n vivo et particulieremenn plantapuisque ces protéines étaient stables dans
E. coli(Figure 1.17A).

La faible mobilité électrophorétique des protéimagées 3D et SodD-S;1E ne peut pas
s’expliquer uniguement par un changement de chéifged la présence de l'acide
aspartique (comparer,iD et Y23D) et correspond tres probablement a des modificati
post traductionnelles consécutives au phosphonsmétides résidus mutés. De telles
protéines ne sont pas visualisées en contexte gmaprésence de p25 sauvage mais
pourraient exister et posséder une demi-vie trésteooire subir une déphosphorylation
des résidus 2k ou Sgo-116 SUggErant un rble de ces résidus conservés.

Nous pouvons observer sur western blot que I'imndétection de la protéine p25 sauvage
ou mutée sous la forme d’'un doublet n’est pas tosjobservée. La présence ou I'absence
de doublet est dépendante de la plante hote etméthode d’extraction des protéines. Les
phosphorylations peuvent ne pas affecter la mébiectrophorétique d’'une protéine,
comme cela a été montré pour la protéine 66K du VYMakubiecet al, 2006).

L'utilisation de formes tronquées de la protéin® fizsionnées a 'eEGFP avait permis de
corréler une sévérité de symptomes et la locahisatie la protéine p25 (Vettat al,
2004). L'utilisation de mutants ponctuels de p25 aftectent la localisation subcellulaire
de la protéine fournit des informations complémigetaet augmente la complexité du
mode de fonctionnement de p25.

Afin de faciliter 'analyse de l'incidence de nositants de phosphorylation de la protéine
p25 sur ses propriétés biologiques, j'ai résumsés datableau 1.4 nos résultats concernant
la localisation subcellulaire, I'activation de leartscription, la multimérisation, et les

symptémes suf. expansat B. macrocarpa
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La protéine p25-T164A, toujours reconnue par limjpe o in vitro, présente une
localisation principalement cytoplasmique et indlés Iésions jaunes comparables a celles
obtenues en présence de la protéine p25 sauvagau@at nous a permis de suspecter
I'existence d’interactions a longue distance supriatéine p25. De telles interactions sont
confortées par le double mutantsJA-T43A qui restaure partiellement les fonctions de la
protéine p25. La protéine p25sID, localisée dans le noyau et le cytoplasme, indoé
atténuation des symptémes foliaires. Les remplan&snde la Thrl165 adjacente par une
alanine ou un acide aspartiqgue ne montrent auden sfnificatif sur les propriétés de la
protéine p25. Ceci suggére que c’est effectiverteephosphorylation de la Thrl64 et pas
la présence d’'une charge négative dans cette régiomactive I'import nucléaire de la
protéine. La détection d’'un long peptide phosphorgans la partie C terminale de la
protéine nous laisse penser que la Thrl64 condétsiée de phosphorylation.

A I'opposé, si le remplacementgh est sans effet, le phosphomimétismgDraffecte les
propriétés de la protéine p25 et bloque l'importléaire. Cela est certainement di a la
neutralisation des charges positives du Nd;BR IRFRg).

Nous avons observé que les mutationsA¥D, Ys,A-HsaA, YsA-TisA atténuent la

séverité des symptbmes locaux mais aussi retardeite empéchent I'infection
systémique de la plante par le virisgure 1.20). Nous avons observé que les protéines
p25 mutées en position Y52 n'étaient pas ou faible@ndétectéedn planta Ainsi la

mutation YA affecte la localisation subcellulaire et les cafges d'activation de

transcription et d’interaction de p25. Il est prbleaque le remplacements)A induit un
bouleversement global de la structure de la pretdim tel effet n'est pas observé lors du
remplacement ¥D, puisque la protéine reste capable d’activer rEndcription et
d’interagir avec elle-méme et I'importine Toutefois, si cette protéine conserve certaines
de ses capacités, son expression semble inhilmeoleement a longue distance du virus.
En I'absence d’analyse de la descendance de 'ARMNGIfié (Ys.A) a partir des feuilles
systémigues dB. macrocarpanous ne pouvons pas exclure la présence d’urezsién

dans la protéine p25.
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Tableau 1.4: Résumé de l'ensemble des résultats déncidence des mutations
introduites au niveau des sites potentiels de phdsprylation de la protéine p25 sur
ses caractéristiqgues connueda localisation subcellulaire des protéines dedinssFP-
p25 en cellules BY-2, I'activation de transcriptien systeme simple hybride, les capacités
de dimérisation en systeme double hybride et despmes observés sur feuilles de
plantes hotes. *, indique que cette forme mutéetraame rétention cytoplasmique dans
environ 50 % de cellules transfectées.

Localisation Activation Multimérisation | Symptomes
subcellulaire de la T o 5

transcription .expansa .macrocarpa
| p25 wt ‘ N/C ‘ + | + ‘ ‘ Systémique
| TaA | N/C | - | +/- | . Systémique
. TuD | NIC | + | + | Vert/ ' Systémique
. YxA | NIC* | - | +/- | | Systémique
. YD | N/C* | s | - | Vert/ . Systémique
. TeA | NIC | - | - | | Systémique
. T.D | NC | + | + | | Systémique
i ) Systémique

Ys5A C Vert retardé

. Non
Y50A-Hs3R Non teste - - Vert Systémique

. Non
Y 50A-T 134T Non teste - - Vert Systémique

Non
Ys:D N/C +/- +/- Vert Systémique
. TsA | NIC | + | + | Vert/ | Systémique
| TsD | C | - | - ' Nontesté | Non testé
| SwA-SuA | NIC \ + | + \ . Systémique
i i ) Systémique

S10D-S11E N/C Vert etardé
| TweA | C | - | - [ Vert/ | Systémique
i ) Systémique

T16D N/C Vert etardé
| TiATeA | C \ n | +- | Vert/ . Systémique
| TweA | N/C | + | + | . Systémique
. TweD | NC | + | + " Vert/ | Systémique
. TwA | NIC | : | i \ . Systémique
. TwD | NC | | - . Vert | Systémique
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1. Conclusion

Nous avons montré que la protéine p25 est la dildeplusieurs modifications post
traductionnelles dont la N-acétylation, la déamatatet la phosphorylation. Les
remplacements ;ID, T21A, SiodD-S11E et SpA-S110A ne modifient pas la localisation
subcellulaire de la protéine p25. L'absence dedussiphosphorylables accentue les
symptémes alors que le phosphomimétisme attenugyieptomes foliaires. L’expression
des symptdmes de chlorose jaune ne semble dordirpatement liée a I'accumulation de
la protéine dans le cytoplasme. La tyrosine 52ésgmte un acide aminé particulier de p25
puisque les mutations introduites en remplacementsR bouleversent le comportement
de la protéine p25 mais aussi du virus. L'inhibitide la phosphorylation sur ce résidu
inhibe la capacité de la protéine a recruter 'ARNymeérase Il, a multimériser, a interagir
avec l'importinea. Les remplacements effectués sur la Tyr52 indtikedéstabilisation
de la protéine p2%n vivo. L'immunodétection de la protéine p25 dans lesadtsgrdes
cellules BY2 transféctées révele la présence dedeéine mutée GFP-p25XD (figure
1.13). Il faut toutefois noter des différences temp@kntre les deux expériences puisque
'immunodétection de la protéine p25 dans les teslBY-2 est réalisée 12 a 16 h apres
transfection contre 6 a 13 jours aprés inoculatians les plantes. Un phosphomimétisme
sur ce résidu restaure la capacité d’interactiorladprotéine avec I'importine et par
conséquent son import nucléaire tout comme segiptép d’activation de transcription et
la multimérisation.

Nous ne pouvons pas exclure la présence dautrpsstyde modifications post
traductionnelles de la protéine p25. L'analyssilico des sites d®-GIcNAcylation par le
logiciel YinOYang 1.2 a révélé la présence de daaxles aminés potentielleme®t
GIcNAcylés (T165 et T166) sur les protéines p25alats A, B et P et sur le résidu S117
de la protéine p25 de lisolat HBfigure 1.23). Les mutations H%A/D empéchent
I'activation de la transcription et la multimérigat sans affecter la localisation
subcellulaire. Thrl65 et 166 sont pred@GIcNAcylés, ce qui expliquerait gqu’un
remplacement de la thréonine 166 par une alaningaown acide aspartique produise le
méme effet. Rappelons ici qu'ur@-GIcNAcylation peut réguler la phosphorylation au

méme site ou sur un site voisin (voir introduction)

148



Chapitre |

Sites potentiels de I'O-GIcNAcylation

YindYang 1.2: predicted O-(beta)-GlcHAc sites in Sequence
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Figure 1.23 : Analyse prédictive des résidus potergllement O-GIcNAcylés présents
sur la séquence de la protéine p25 (isolat B) a ke du logiciel YinOYang 1.2 Les
résidus S117, T165 et T166 sont probablere@cNAcylés.

L’approche protéomique n'a pas permis d’identifiavec précision les sites de
phosphorylation mais a localisé deux sérines phmgpdes au sein du peptide
108DSSYNELLVSTGLVIHT 124 Ces résultats n’ont pas encore été confirmésl’jpartres
analyses. Nous pouvons toutefois suggérer qu’uraspgbtorylation peut avoir lieu sur
'une des deux sérines S109 et S110. Parmi lesdaesppotentiellement phosphorylés
détectés par I'analyse de MS, on trouve égalenemeptides7RAINLLT HDNRy7 qui
renferme la thréonine T43. Contrairement aux detninss (S109 et S110), la mutation
T43A, inhibant la phosphorylation, bloque [lactivatiode la transcription et la
multimérisation de la protéine mais n’'affecte psdymptémes sur plantes.

Nous avons pu remarquer qu’il existait un lien emdrmultimérisation et I'activation de la

transcription.

Au vu de ces résultats, certains mutants de laém®tp25 pourront étre testés pour
rechercher s’ils possedent ou non un effet dominégatif. Pour cela, ces mutants devront
étre co exprimés en contexte viral, par le biaisnd’éplicon dérivé de 'ARN5, ou par

transgénése. Si la premiére solution semble lagkée a mettre en ceuvre, il est difficile
de contrbler la présence des ARNS3 et 5 dans lesem&ites d’infection et d’écarter tout

risque d’infection par les sauvages sans ARN5 exgmi le mutant p25 a tester. Aussi,
'approche par transgénese semble la mieux adapi@ie requiert des compétences

spécifiques a la betterave sucriére.
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Si javais la possibilité de continuer sur cettdeyge choisirais d’utiliser les mutants
Ys.A/ID, TieD et le double mutant ;AT 16/A comme compétiteurs de la protéine p25
sauvage. Avant d’initier une transgénése &ir vulgaris I'obtention de plantes
Arapidopsis transgéniques exprimant les protéines p25 mutéesigitra de connaitre

I'incidence de leur expression sur la balance howateet la prolifération racinaire.
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Chapitre 11 : Recherche des partenaires

cellulaires et viraux capables d’interagir
avec la protéine p25 du BNYVV
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. Introduction

Plantes et phytovirus entretiennent des relatiomst dissue n’est pas nécessairement
dommageable pour la plante. Si un virus parviemitéer une infection, une sélection de
mécanismes de limmunité innée peut combattre tasviSi ce dernier parvient a
contourner les mécanismes de défense, la maladtespalévelopper. Les mécanismes de
défense caractérisés chez les plantes incluenéless de résistance (R) et le mécanisme
de RNA silencing qui sera présenté dans le chalpitre

Un géne de résistance R confére une résistancepathogene spécifique qui induit le
développement d’'une réponse hypersensible (HRuekedésistance systémique acquise
(SAR). La réaction HR comprend la mort cellulairegrammée, qui se produit dans les
cellules au niveau du site d'infection et se matéfgoar des lésions nécrotiques limitant
généralement la progression virale. Ces réactioctuent des changements de flux
ioniques, la génération d’especes réactives deg/giene (ROS) et la production d’oxyde
nitrique (NO), l'activation des voies de signalieat (Kinases/phosphatases) et des
modifications des profils transcriptionnels. Lesiatés cellulaires sont modifiées et une
signalisation hormonale va participer au mécanidmdéfense, notamment pour mettre en
place la SAR. La résistance systémique acquiseaskiip dans les tissus qui sont éloignés
du site de l'infection initiale et les rend immum$infection. La SAR est durable et peut
durer plusieurs semaines. Elle se caractérise antre par l'augmentation de I'expression
des génes codant pour les protéines PR qui podsgeieactions antimicrobiennes.

Le modéele récepteur ligand proposé pour décrirenkesactions entre produit du géene de
résistance R et produit du géne d’avirulence Avdé&icilement applicable aux infections
virales (figure II.1A). Un modéle plus élaboré implique la participaties complexes
protéigues contenant le produit du géne R. L'hygsxhde la garde "guard", initialement
proposeée par Van der Biezen et Jones (Van der Biazé Jones, 1998), suppose que les
protéines R "guards" sont constitutivement assecééx protéines cellulaires "guardees”
qui sont requises par des agents pathogenes dectiam (figure 11.1B). Lors de
I'infection, I'agent pathogéene provoque des maodifims de "guardee" qui est détectée par
la protéine "guard” en déclenchant une cascadégdalsation qui aboutit a une réponse
de résistance. Ainsi, toute modification de praéiraltérant la structure quaternaire de

"guardee" ou encore leur recrutement par la madkineale peut aboutir a la détection de
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I'agent pathogéne. En effet, le répertoire limaé dénomes viraux implique I'accaparation
de facteurs cellulaires (dont certains peuvent titoies des "guardee") par I'intermédiaire
d’interactions entre protéines cellulaires et sal

A

B
D P °®
| oGk |

Signalisation de défense Signalisation de défense

Figure II.1 : Les hypothéses de reconnaissance eatles produits de géne d’avirulence
(Av) d'un agent pathogéne et celui de gene de résisce (R) de I'hbéte [Adapté de
(Soosaaret al., 2005)]. (A) Le modéle récepteur ligand implique une intéicm directe
entre les Av et R. (B) L'hypothése de "Guard" pméswne interaction constitutive entre la
protéine Guard (qui représente le produit du géneédistance R) et une protéine cellulaire
appelée Guardee. L’infection par un agent pathogedait via la protéine Av des
modifications dans la protéine Guardee en altdhiatéraction avec la protéine Guard qui
va déclencher la signalisation de défense.

Si certaines protéines virales possedent des sigsataractéristiques (ARN polymérase
ARN dépendante, Helicase, ...) d’autres ne préseaisrine similarité de séquence avec
des protéines connues. Aussi, la caractérisatiola denction d’'une protéine virale peut
passer par lidentification de ses partenairesutaies. L'analyse d'interactions entre
protéines est donc cruciale pour comprendre lestifams d’'une protéine et identifier les
mécanismes moléculaires de processus biologiques.

Le systeme double hybride de levure (Y2H ou YTH)cesiramment utilisé pour identifier
des interactions entre protéings vivo. Il repose sur la reconstitution d’'un facteur de
transcription fonctionnel par le biais d'interactientre deux protéines chimériques. Ces
protéines chimériques consistent en la fusion dséguence du domaine de fixation a
'ADN d’'un facteur de transcription a une séquemnt protéine X et la fusion de la
séquence du domaine d'activation de la transcrip@iocelle d’'une protéine Y (voir
matériel et méthodesfigure MM.2). Lorsque X interagit avec Y, le facteur de
transcription est fonctionnel et active la synthé'se géne de sélection. Un tel systeme est

utilisé de deux maniéres. Une premiere approctte, rdatricielle, consiste a cloner un
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nombre relativement élevé de genes en phase adecraine de fixation a '’ADN (BD) et
avec le domaine d’activation de la transcriptioDJAll suffit alors de tester chacun des
genes contre tous les autres. Cette approcheudilé&tée pour caractériser les capacités de
multimérisation des mutants de phosphorylation r(wbiapitre I). La seconde approche
repose sur un criblage d'une banque d’ADNc. Legépres appats sont clonées en fusion
avec le domaine BD. Des cellules de levure co-foamses avec une copie du plasmide
BD et I'un des plasmides de la banque sont sélaudies pour I'expression du gene
rapporteur qui reflete l'interaction entre la pio& appéat et une protéine proie. Le
séquencage du plasmide permet d’identifier la eadierla protéine proie par comparaison
aux banques de données.

Les approches de co-immunoprécipitation de panesigeuvent également étre mises en
ceuvre et sont souvent associées a une caractavigar spectrométrie de masse des

partenaires cellulaire de la protéine immunoprééi
lIl. Recherche des partenaires de la protéine p25

L’équipe du Prof. Mark Varrelmann (Géttingen) aliggale criblage double hybride d’'une
banque d’ADNc de betteraves résistanfRa2 infectées et a identifié 27 candidats
interagissant avec la protéine p@&bleau I1.1) (Thiel and Varrelmann, 2009).

Si une partie de ces interactions a été confirmae lp@ méthode de Bimolecular
fluorescence complémentation (BIFC), l'interactemtire la protéine p25 et le candidat n°1
n'a pas pu étre validée en raison de l'inductigrida de nécroses suite a I'agroinfiltration
des feuilles deN. benthamianale candidat n°1 présente une forte similaritéséiguence
avec une protéine a F-boxAd’'thaliana Il faut noter que deux autres protéines impliguée
dans le processus d’ubiquitination ont été égalénsetées lors de ce criblage (candidats
12 et 24ctableau I1.1). En collaboration avec I'équipe de Prof. Varretmanous avons
d’abord confirmé l'interaction entre p25 et un meebpotentiel de SCF, puis recherché

ses possibles conséquences dans la plante.
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Tableau 1.1 : Liste des partenaires potentiels de la protéine p2identifiés par
criblage double hybride d’'une banque d’ADNc de betterave sucri&®e2 [Adapté de
(Thiel and Varrelmann, 2009){Cat, représente la catégorie fonctionnelle de taépre
identifiée a) Systéme ubiquitine/protéasome ; bpdRée aux stress et pathogénes,
signalisation phytohormone ; c) Structure celldaicycle cellulaire, trafic cellulaire; d)
Traduction et modification de protéine ; e) Métadroke ; f) Régulateur d’expression de
gene; g) non déterminé.

No. CE)E)A Accession no. Fonction (organisme) e-value Cat
1 1,149 NM_126342.3 Kelch_ repeat-_contalnlng F-box 1685 a
family protein (A. thaliana)
2 533 NM 100310.5 Thioesterase famlly protein 02 d
- (A. thaliang
Putative universal stress
3 535 AY589695.1 protein family protein/ethylene |  1e™° b
responsiveNlirabilis jalapa)
4 535 NM 1154923 40S rlbosomql protein S26 164 d
— (A. thaliang
Protein (serine/threonine)
5 260 NM_180927.3 phosphatase 7 (PP7) 1ett d
(A. thaliang
6 404 AY906938.1 ActinGarica papay 2e%°
Leucine rich repeat family
7 311 NM_103837.1 protein/extensin family protein |  5e° b
(A. thaliang
Cytochrome P450
8 429 DQ335796.1 Monooxygenase 5g8
(Medicago truncatulp
Potyviral helper component
9a 442 AJ507317 1 protease-interacting protein 2 3622 c
(hip2 gene)
(Solanum tuberosum
9a NM_118840.4 TORI (TORTIFOLIA 1) 1673 c
(A. thaliang
CCAAT displacement
10 453 NM_112733.2 protein-related/ CDP-related 3e? c
(ATCASP) A. thaliang
11 571 U15657.1 Jasmo_nate-lnduced protein 1604 b
(Atriplex canescens
12 508 NM 102054.3 Kelch repeat-.contalnln.g F-box 53 a
— family protein @. thaliang
Low expression of
13 349 NM_115171.3 osmotically responsive 26 d
genes 1 (LOS4)X. thaliang
RNA recognition motif
14 477 NM_101941.2 (RRM)-containing protein 3e¥® -
(A. thaliang
SET domain-containing 61
15 560 NM_001111723.1 protein SET104Zea mayjs 4e f
Fiber annexin o4
16 564 U89609.1 (Gossypium hirsutujn 3e c
Hydroxyethylthiazole kinase 19
17 307 NM_113308.5 (A. thaliang le g
18 335 AB040471.1 Bzip transcriptional activator, “Be f
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RSG (Repression of shoot
growth) (Nicotiana tabacum
Zinc finger protein 7 (ZFP7)

(C2H2 type) A. thaliang
Ethylene responsive element
20 388 AY191304.1 binding protein 238 b

(Sesuvium portulacastrym

19 454 NM_102305.1

Cyclin-dependent protein kinase 53
21 578 NM_113083.4 (CYCP2.1) A. thaliang 2e [
22 | 698 NM_129754.3 | Zincfinger (CCCH-type) family | o5 f
- protein @. thaliang
23 589 NM 127633.3 Lumazme-bln.dlng protein 0e2?
— (A. thaliang
24a 751 EF091878.1 ACRE 276-like protein 1120 a
(Solanum tuberosum
Avr9/Cf-9 rapidly elicited
24b - AY220483.1 protein 276 (ACRE276(N. 3g100 a
tabacum)
PUB17 (PLANT U-BOX17);
24c¢ - NM_102674.3 ubiquitin-protein ligase 5’4 a
(PUB17)(A. thaliana)
o5 751 AF123508.1 Nt-iaa28 deduced protein 367 b
(N. tabacur
Triosephosphate isomerase _106
26 431 DQ200399.1 (S. tuberosuin 4e
27 417 AK230200.1 Clathrin blnd_lng protein 508 c
(A. thaliang
lll. Résultats

La premiere partie des résultats est présentéefeons de publication qui sera resoumise
prochainement aprés sa modification. L’article@safise sur l'interaction entre la protéine
p25 (de différents isolats) et la protéine F-box niotif Kelch. Des analyses
complémentaires demandées par les relecteurs gesgniées dans la seconde partie de ce

chapitre et seront incluses dans une nouvelleaed I'article.

1. Interaction entre la protéine p25 et une protéine Fbox a deux motifs
Kelch

I. Article: Identification of a sugar beet F-box proten involved in the

induction of a hypersensitive resistance responsépsically interacting

with the beet necrotic yellow vein virus P25 pathagnicity factor

Résume de la publication
L'interaction entre la protéine p25 et la protéirdox a tout d’abord été confirmée et
guantifiée dans le systeme double hybride de le¢@rd 4) puis a I'aide d’'une approche
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pull down en utilisant la protéine GST-F-box prddudansk. coli, et la protéine p25
produite soit dansE. coli, soit en cellules d’insectes infectées par un lmaguls
recombinant. Nous avons également confirmé quediipe candidate est effectivement
une protéine a F-box car elle est capable d’interagec les deux protéines SKP1-like
d'’Arabidopsis (ASK1 et ASK2). Les protéines ASK font partie desmplexes SCF
(Skip, Cullin, F-box) impliqués dans la voie d'ubiquitination et dégradation par le
protéasome 26S.

Les mesures d’'activités flegalactosidasefgal) dans les levures diploides ont révélé une
tres forte interaction entre la protéine p25 eprhatéine F-box de betterave qui apparait
deux fois plus élevée que celle du contrble posdiistitué de I'antigéne T de SV40 et la
protéine p53 murine. Nous avons pu observer gpeolgine F-box-kelch interagissait plus
fortement avec ASK1 que ASK2. Nous avons egalemettierché si des protéines p25
provenant d’isolat contournant les résistances giemt influencer l'interaction avec la
protéine de betterave ou si les protéines F-boxiKéssues de betterave sensible et
résistante Rz1 étaient toujours capables d’interagec p25. En d’autres termes, nous
avons cherché si la protéine F-box candidate po@tee directement liée ou non a un
mécanisme de résistance contre le BNYVV. Nos rawuttous ont permis de conclure que
I'interaction entre p25 et F-box était indépendatad’origine de p25 et de la sensibilité a
la résistance de la betterave au BNYVV. Cependastinteractions observées ont toutes
nécessité l'intégrité des séquences p25 et F-borsM’avons donc pas pu cartographier
les domaines nécessaires a l'interaction entrelees proteines.

Les trois protéines F-box-Kelch induisent une réactde nécrose sur feuilles de
N. benthamianaccompagnée de I'accumulation des transcrits d¢qutam les PR proteins.
Nous avons donc associé cette nécrose a une réabtipersensible. La encore,
I'expression des domaines séparément, N termirbb{} ou C terminal (Kelch) n'a pas
induit de nécrose, démontrant ainsi I'importancerdiintien d’intégrité de la protéine.

Les résultats obtenus suggérent que l'interactidreeces deux protéines pourrait avoir un

réle dans la pathogénicité du BNYVV et dans la seggion de la résistance.
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SUMMARY

A sugar beet gene product with high homology toAaabidopsis F-box protein of
unknown function was previously selected in a Ley#ast two-hybrid (YTH)Rz2
cDNA-library screen which physically interacts withe beet necrotic yellow vein virus
(BNYVV) RNA3-encoded P25 pathogenicity factor. By emdonstrating the
YTH-interaction withArabidopsis thaliane&&KP1 orthologs, the F-box identity was proven
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here. The F-box BNYVV-P25 interaction could be ¢onéd in two additional
independent assays with both GAL4-YTH system andnim vitro pull-down assay. As
full-length F-box clones issued from two BNYVV rs&int Rz1 and Rz2 and one
susceptible sugar beet line still interacted witbPa resistance independent P25-F-box
interaction is suggested. This is supported byfitiing that a P25 mutation involved in
increased viral aggressiveness at amino acid 6@&ff@d composition did not interfere
with the F-box interaction. Remarkably F-box traméi agrobacterium mediated
expression inNicotiana benthamiandeaves induced necrosis and increased transcript
levels of pathogenesis-related proteins. This miéid the involvement of this sugar beet F-
box protein in a stress or hypersensitive respdaspathogens. The full-length F-box
protein consists of one F-box domain followed by tkelch motifs. These two domains
were tested separately for P25 interaction andosexinduction. Neither interaction with
P25 nor cell-death was induced by F-box or kelchaa, pinpointing the entire F-box
protein to be necessary for P25 interaction and-deglth induction. The observed
P25-F-box interaction suggests an involvement ie fBNYVV pathogenicity or

suppression of resistance response in sugar beet.

INTRODUCTION

BNYVV (genus Benyviru$ is transmitted by the soil-borne plasmodiophoroety
Polymyxa beta¢Kkeskin, 1964). Typical rhizomania symptoms occalyan the presence
of RNA3 encoded P25 (Koengf al.,1991; Tamadat al.,1999). P25 and its composition,
is associated with the resistance response andafmmmof necrotic lesions in mechanical
inoculated leaves dBeta vulgarisand B. maritima(Koenig et al., 1991; Tamada, 2007,
Chiba et al., 2008). Chiba and co-workers (2008) suggested B2%unction as an
avirulence (Avr) gene product in resistant and @@émicity factor in susceptible
genotypes.

Due to the severe disease symptoms generated byWBNYigh yielding sugar beet
production is only reliable by growth of resistanidtivars. Therefore genetic resistance is
the approach of choice for the control of the diseand is based on major dominant
resistance gend’3z1-Rz4Whitney, 1989; Scholteat al.,1999; Scholten & Lange, 2000;

Biancardiet al.,2002; Grimmeret al.,2007).Rzcarrying plants do not possess resistance
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to infection but display reduced virus titers aedtricted systemic virus spread (Scholten
et al.,1994; Tamadat al.,1996; Heijbroelet al.,1999, Luterbachest al.,2005).

The P25 avirulence gene - pathogenicity factor bygsis is supported by the coincidence
of the occurrence dRzlovercoming BNYVYV isolates from several locationstie USA
and Europe (Liwet al., 2005; Liu & Lewellen 2007; Pferdmenges al., 2008) with P25
proteins harbouring specific mutations in the amamd hypervariable tetrad 67-70
(Schirmeret al., 2005). In a previous YTH screen of Rz2resistant sugar beet cDNA
library with P25, representing an incompatible hosis interaction, we identified several
candidates and confirmed some yeast interactiang irs plantabimolecular fluorescence
complementation assay (BIFC) (Thiel & Varrelmanm02). One cDNA encoded
candidate displayed significant homologyArabidopsisthaliana kelch repeat containing
F-box family protein. Interestingly agrobacteriunedrated transient expression of this F-
box candidate in BIFC assay induced an early amudrdeaf tissue necrosis in
N. benthamiana24 hours post infiltration (hpi). F-box proteinseainvolved in the
ubiquitin-proteasome-system (UPS) as part of théige3e. The E3 ligase is necessary to
recruit the specific target protein recognised destruction to the 26S proteasome. The
SCF complex is characterised as a crucial typebajuitin E3 ligase and consists of four
major components SKP1, Cull, Rbx1 and an F-boxeprdCardozo & Pagano, 2004; Ho
et al.,2006; Lechneet al.,2006). F-box proteins display a common architecsgguence
motif which was initially described by Bagt al. (1996). The F-box candidate with
homology toA. thalianaF-box (Acc. no. NM_126342.3) identified in our study, tains
two C-terminal kelch repeats. F-box proteins cohrtee ubiquitylation machinery to
many cellular processes by regulating the stabditgubstrate proteins like transcription
factors involved in e.g. phytohormone signalinghtisignaling and lateral root formation
(Gagneet al.,2002,: Kurodeet al.,2002). In addition to developmental processesp¥-b
proteins as part of the E3 ligase complex SCF lepen described to be involved in the
plants resistance response to infection with paheg Several studies describe the
involvement of the SCF-complex in plant defensemetsms induced by a hypersensitive
response (HR) or involved in systemic acquiredstasce (SAR). In Arabidopsis SON1
represents an F-box protein involved in targetiddgRSegulators to protein degradation
(Kim & Delaney, 2002) and COI1 is required for jasmte-regulated defense (>@eal,
1998). In tobacco, the F-box protein ACRE189 isessary for the plant hypersensitive
response t&ladiosporum fulvumAvr9 (van den Burget al.,2008) and SGT1 as part of
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the SCF-complex is required for N-gene mediatetstia@sce against tobacco mosaic virus
(Liu et al, 2002). Our observation that transient overexjpoassf P25 interacting sugar
beet F-box candidate induced necrosidlirbenthamiandeaf tissue raised the hypothesis
that the candidate might be either involved inghgar beet resistance against BNYVV or
alternatively, represents a target of P25 necegeanyral pathogenicity. The targets of the
F-box candidate homologue from Arabidopsis and ¢obehave not been identified yet
and prediction of putative function remained imploiesdue to the wide involvement of F-
box proteins in different cellular processes.

In this study, differenin vivo andin vitro interaction assays were used to confirm the
interaction. In addition, plant SCF components vapplied to find evidence for the F-box
identity of the candidate and transcriptional aaion of pathogenesis related proteins
(PR-proteins), to support the HR hypothesis, westet. Finally full-length homologues
from rhizomania susceptible and resistant homozygugar beet genotypes were isolated
and applied for P25 interaction analysis.

METHODS

Construction of F-box and P25 yeast expression vers. All cloning procedures and
manipulations were performed following standarchitegues according to Sambroekal.
(1989) and applied modifications were otherwisecBel. The yeast vector pJG4-5
(MoBiTec) carrying the partial F-box-cDNRz2 encoding sequence inserted HeoR-
Xhd (pJG4-5-F-box-cDNA) was obtained from a P25-B Y$éteen of a sugar be@&z9
cDNA library (Thiel & Varrelmann, 2009). Additiongl a coding sequence of a P25
variant from anRzl resistance breaking isolate (Imperial Valley, &adi USA, kindly
provided by Syngenta Seeds AB, Landskrona)) @tial.,2005) was PCR amplified and
cloned into pEG202 as described (Thiel & Varrelma@009). Similarly to P25-B
(67AYHR70), P25-IV §7VLHG() i) did not autoactivate transcription in yeasig(Fe 2a)
and ii) was able to interact with F-box-cDNA caratigl at comparable strength (Figure 2b
and c).

RT-PCR from total RNA of healthy sugar beet bregdines (MS150 susceptible, MS298
Rz1resistant, kindly supplied by Syngenta Seeds A&jskrona, Sweden and 8T _0015
Rz2resistant kindly supplied by KWS, Einbeck, Germlawijth specific oligonucleotides
(5'-ATGAATTCTTGGAAGATCTTTCATTTGC-3' and
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3'-ATCTCGAGITAGCAGCCCATTATTGCAC-5' restriction sites introdute are
underlined) led to amplification products that wetether introduced into pJG4-5.
Resulting plasmids were named pJG4-5-F-box-su&z]l and Rz2 respectively. To
confirm cDNA-library F-box candidate P25 interactiol GAL4 YTH, F-box-cDNA, F-
box full-length and P25 coding sequence were sueclointo pGAD424, pGBKT7 or
pGBT9 plasmids (Clontech) usirfecoR and Sal. pGBT and pGAD-P25 vectors were
described previously (Kleiat al.,2007).

Construction oRz2derived F-box N- and C-terminal deletion mutaetgressing the 187
N-terminal F-box domain-spanning amino acids (am) @-terminal 255 aa including the
two kelch motifs was carried out as follows. Both561nt and 3" 765nt fragments were
amplified with the corresponding full-length prirse(see above) together with specific
oligonucleotides (5 -low: 3'-TATCTCGAGIAAACCGCAAG TGACTCCTTATCC-5'
and 3"-up: 5-ATGAATTGGTACCGAACTTTTGGTC TTTG-3'). Both PCR fragments
were cloned into pJG4-5, resulting in pJG4-5-F-dkand AC respectively.

Construction of binary vectors for transientin planta F-box expressionAll F-box full-
length and F-box deletion mutant sequences descabeve were cloned under control of
the CaMV 35S promoter (35S) and pA signal intoraahy vector pBin modified for direct
subcloning withEcoR and Xhad for transient agroexpression M benthamiandeaf tissue
resulting in pBin-F-box-cDNA, -suscRz1,-Rz2 -AN and AC.

Protein-protein interaction in vitro - GST pull-down assay Histidine tagged BNYVV
B-type P25 was cloned into plasmid pIVEX.3 (In Vitro EXpression, Roche) and
expressed by a rapid translation system (RTS108h&®olecular Biochemicals). Flag-
P25 was produced i5f9 insect cells infected with recombinant Baculovirisbox
candidate cDNA PCR amplified with specific primers 5'-
AAAGGATCCATGGAAGTCGATTTC-3'and 5'-AAAGAATTCTCAGTCCAAGTC
CGTC-3 (Restriction sites introduced are undedinand the amplicon cloned into pGEX
2TK vector to obtain pGEX-F-box (Pharmacia Bioteds)ngBanHI| and EcoRlI. E.coli
BL21-codon Plus (DE3)-RIL strain was used to expréBe GST fusion proteins
(Stratagene). A fresh 5 ml overnight cultureeoéoli BL21(DE3)RIL carrying pGEX-2TK
or pGEX-F-box was added to 50 ml of LB-medium ahd ¢tultures were incubated and
shaken for 1 h at 37 °C for pGEX-2TK and for 1 i2&t°C for pGEX-F-box. Expression
of GST or GST-F-box was induced by the additio®.@& mM final IPTG for 4 hrs. Cells

were harvested by centrifugation at 5,@f@r 10 min at 4 °C and resuspended in 5 ml of
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NET buffer (50 mM Tris-HCI [pH 7.5], 100 mM NaCl,iM EDTA, 0.5 % Nonidet P-40,

1 mM dithiothreitol). The cells were disrupted byefch Press and the lysates mixed with
60 ul of glutathione-Sepharose 4B beads, previousighed and resuspended in NET
buffer, and were incubated overnight at 4 °C wiéntte shaking. The beads were then
washed three times by short centrifugation andsgsuded in 60 pl of NET buffer. 10 pl
was analysed in SDS-PAGE and judged by Coomassi@rgy. Beads and NET buffer (25
ul) were mixed with 10 pl o vitro translation reaction mixture or flag-P25 protenda
the volume completed to 400 ul with BB buffer (50AnTris-HCL 7.5, 100 mM NacCl),
Reaction was first incubated for 1 h at room terappge and then overnight at 4 °C with
gentle shaking. The beads were then washed thmas s described above but using BB
buffer, resuspended in 40 ul of dissociation bufferemmli, 1970), boiled for 10 min and
finally pelleted. Aliquots (20 ul) of the supernats were subjected to 12 % SDS-PAGE,
and the proteins were immunodetected using spde#t; histidine or flag antibodies.

YTH interaction assay of sugar beet F-box candidatavith A. thaliana ASK1 and
ASK2. A. thaliana ASK2 (Acc. no. At5g42190and ASK1(Acc. no. Atlgl0940) were
kindly provided by Dr. V. Ziegler-Graff (IBMP).

Sequence analysisAll inserts in clones were sequence verified usstendard primers.
Sequencing reactions were carried out by EurofifW@®10peron, or by Malek Alioua
(IBMP) using a BigDye Terminator Sequencing kit pApd Biosystems) and specific
primers with a Hitachi 3100 Genetic Analyzer ApglBiosystems.

Sequence alignments with ClustalW algorithms (Thsomget al., 1994) and assembly of
full-length F-box cDNA sequences were carried osing DNAstar Lasergene Software
(GATC Biotech).In silico manipulations of plasmids and primer design wenéopaed
with VectorNTI software (Invitrogen). Identificatioof F-box functional domains was
carried out using the “Simple Modular Architectiresearch Tool” (SMART 5) (Schultz
et al.,1998; Letunicet al.,2004).

Yeast strains, media and YTH systemsTwo different YTH systems were used in this
study. The Grow'n"Glow YTH system (MoBiTec) is adifeed version of the LexA/B42
YTH system (Fields & Song, 1989). It consists ofG#D2 as bait and pJG4-5 as prey
vector (Gyuriset al., 1993) and an additional LexA-operator controlleBRGreporter
plasmid pGNG1 (Cormacét al.,1998). All yeast transformations, media preparatiand
mating procedures were carried out as describekl(&Varrelmann, 2009). Total area

optical density analysis of GFP fluorescence wasrieth out by epifluorescence

164



Chapitre 1

microscopy of yeast cells carried out Gel-Pro as&lysoftware 6.0 (Media Cybernetics)
(Thiel & Varrelmann, 2009).

The GAL4 based YTH system (Clontech) consists oAp@24 (Clontech) as bait and
pGBT9/pGBKT7 as prey plasmids. The YTH proceduresenperformed by using the
Matchmaker two-hybrid system based on the YeadioBwobHandbook (BD Biosciences
Clontech) and also as described (Haatead, 1999; Linket al, 2005; Szurelet al, 2001,
Klein et al 2007). HF7c strain was transformed with GAL4-BBpfisions (pGBTY9,
Clontech) and GAL4-BD-F-box full-length, GAL4-BD-AQ and -ASK2 (pGBKT7)
whereas Y187 strain was transformed with bait pldsn{GAL4-AD-P25 or -F-box
fusions). Mating was used to obtain diploids exgires both fusion proteininteractions
were identified by the ability of diploids to groan minimal medium depleted with
tryptophan, leucine and histidine and in the presasf xe gal or of 3-aminotriazole (AT)
at 1, 5, 15 or 25 mM. The strength of the yeastradtion was quantified using
galactosidase liquid culture assay with o-nitropthediD-galactopyranoside (ONPG) as
substrate (O} and displayed aB-galactosidase units as described in Yeast Pratocol
Handbook of the Clontech protocol.

Immunodetection of LexA and haemagglutinin (HA) tagyed proteins in yeastProtein
extraction from yeast cells and immunodetectiorcedure was carried out as described
(Thiel & Varrelmann, 2009) with some modificatiod$e protein samples were separated
by 12 % SDS-PAGE and electroblotted on nitrocefiel§Amersham) for LexA-detection
or PVDF (Roche) membranes for HA-detection.

Plant material and plant growth conditions. N. benthamianglants were cultivated in a
glasshouse with day length of 14 h at 22 °C undatiguous artificial light in a mixture of
turf and sand (1:1).

Transient expression following agroinfiltration and particle bombardment of F-box
candidates.Binary vectors were mobilized in#dgrobacterium tumefacierstrain C58C1
(pGV2260) and cultures were prepared for agromfibn essentially as described
(Voinnet et al., 2003) with an Olyo adjusted to 1.0. The DsRed coding sequence
(Clontech) under control of 35S and pA (pe35-DsReigjinal pDsRed-C1; Clontech) was
applied for microprojectile co-bombardment with pBi-boxRz2and pBin on detached
leaves of 4-5 weeks olN. benthamianglants using a particle inflow gun (Gray al.,
1994). At 3 dpi 5 leaves of each treatment weredrédr single epidermal cells displaying

DsRed expression using epifluorescence microscopicd DMR) with a DsRed filter
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(Emitter HQ 620/60, Beamsplitter Q 585 LP, and ExcHQ 565/30). Dead cells were
visualized by the autofluorescence they displaysidgua GFP filter (Emitter D 510/40,
Beamsplitter 425 DCLP and Exciter D 395/40). Bgoaphs were taken using a Leica
DFC camera, DFC300 FX.

Detection of pathogenesis related protein transcrig. Total RNA fromN. benthamiana
agroinfiltrated leaf tissue was prepared (RNeasggén) and treated with DNase (RQ1;
Promega). Primers specific fol. tabacum PR-18D90196),PR-1b(X05453) andPR-1c
(X05454) (Pfitzner & Goodman, 1987) were applied RT-PCR amplification of thé.
benthamianaorthologues. As internal control the constitutivedxpressed translation
elongation factor gen&Fla (AF120093) was used. Primers and PCR conditiong wer
used according to (Zhargg al.,2004).

RESULTS

Sequence analysis of BNYVV P25 interacting sugar beencoded F-box protein and
confirmation of LexA-YTH interaction with GAL4-YTH

The previously identified cDNA clone with 1149 bp length was identified in a YTH
screen of aRz2resistant sugar beet cDNA library among otherdyapgp BNYVV P25
(Thiel & Varrelmann, 2009). Th&z2 derived cDNA encoded F-box protein displayed
typical conserved domains of F-box proteins (ort®ok-and two kelch repeats) and a stop-
codon, however, its 5-end sequence was not indludethe cDNA clone. Sequence
alignment between sugar beet EST sequence (gen#twi®2320 kindly provided by
KWS, Einbeck Germany) and the identified sugar & A-F-box sequence identified
the missing 5-end of the sequence required to mphe F-box open reading frame
(data not shown). The translated full-length pmoteequence was 34 N-terminal amino
acids longer than the cDNA encoded F-box candidate.

In order to strengthen the significance of the rextBon detected in yeast applying
LexA-binding domain (-BD) and activation domain PA mediated transcriptional
activation of reporter gene expression, GAL4-YTHermaction assay was additionally
performed (Figure 1a). The oligomerisation of P@&s retrieved in the presence of up to
5 mM of the competitive inhibitor (3-aminotriazol&T) that prevents self-activation of
the reporter gene (Figure 1a). In this test, theraction between p25 and F-box was
detected whatever the combination up to 5 (whewxfbll-length fused to BD) and up to
25 mM of AT (when cDNA-F-box fused to AD) (Figurea)l The quantification of
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B-galactosidasep¢gal) activity for estimating the strength of th@5PF-box interaction
resulted in a mean of 1f&gal Miller units significantly two times higherdh the P53-
LTA control (Figure 1b). The oligomerization of the25 protein that did not give
significant activation of th@-gal reporter gene can be explained by the groWileasts in
interaction non-selective conditions.

Interaction of BNYVV P25 with sugar beet F-box prokin is independent of the P25
amino acid tetrad 67-70 composition

We wanted to investigate if P25-F-box interactiars dependent on the P25 hypervariable
sequence, which was shown to influence viral aggyresess, resistance breaking abilities
and oligomerization (Liuet al., 2005; Pferdmengest al, 2008; Kleinet al., 2007).
Similarly to P25-B {zAYHR70), P25-IV 67VLHG70) i) did not autoactivate transcription in
yeast (Figure 2a) and ii) was able to interact Withox-cDNA candidate at comparable
strength (Figure 2b and c).

Sugar beet cDNA encoded F-box candidate interactsit BNYVV P25 in vitro

In order to definitely confirm the F-box P25 intetian, we performed ann vitro
pull-down assay using GST-tagged F-box expressdsl itoli (Vetter et al., 2004). The
analyses were conducted and the P25 was similaryunodetected by the use of either
anti-P25, anti-histidine antibodies (data not shpamFlag antibody only on GST-Imp-
and GST-F-box fusion proteins (Figure 3) confirmithgit F-box protein was indeed a
partner of the P25 protein.

The F-box candidate interacts withA. thaliana SKP1-related protein (ASK1) and
ASK2 in yeast

If the candidate identified would represent an K-pootein, it should physically interact
with plant subunits of the SCF complex as showdifferent studies applying several F-
box proteins (Risseeuwvet al., 2003). A. thaliana ASK1 (At1g10940) and ASK2
(At5g42190)fused to GAL4-BD in pGBTKT7-ASK1 and -ASK2 vectorsspectively
(Pazhouhandeét al.,2006)were used for YTH interaction study with the F-lm@andidate
(pGAD-F-box) (Figure 1a). The absence of transmnyal autoactivation was observed for
BD-ASK1 and -ASK2 fusion proteins (Figure 1a, leffhese two components of the SCF
complex were not able to interact with P25 (Figlieg but with the F-box even in the
presence of 15 mM AT (Figure 1a). The interactiesay, however, revealed a lower
strength interaction as compared to the F-box-R&&aya(Figure 1b).
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P25 interacts with sugar beet full-length F-box fron Rzl, Rz2 resistant and
susceptible sugar beet breeding lines

The questions remained, if BNYVV encoded P25 irdsras well with the F-box proteins
from Rzland susceptible sugar beet genotype.

The F-box open reading frame displayed a lengtli287 bp for all three genotypes.
Sequence comparison of the three full-length clamesamino acid level resulted in the
detection of a total of eight exchanges, threexattanges between susceptible &,
three aa-exchanges betwe&zl1l and Rz2 and two aa-exchanges betweBz2 and
susceptible (data not shown).

LexA-YTH interaction studies of P25 (pEG202-P25)hwir-box-cDNA clone (pJG4-5-F-
box) were repeated and carried out with all threleléngth clones. Yeast expression
(Figure 4a) as well as physical interaction wasfiooed in all three cases (Figure 2b).
Remarkably but unexplained, the expression levehlbfull-length F-box proteins was
much lower than those displayed by the cDNA encddedmplete variant. The strength
of the P25-F-box interaction was determined indiyezy quantification of the Leu-driven
GFP expression relative to a negative (pEG202-P2&4-5) and in comparison to the
P53-LTA positive control (pEG202-P53, pJG4-5-LTA) & Fields, 1993; Iwabuchet
al., 1993). As shown in Figure 2c, no significant elifinces in interaction strength were
detectable between the different alleles.

P25 interacting F-box protein from resistant and ssceptible genotypes induce
necrosis inN. benthamiana leaves

Previously P25 open reading frame (ORF) and F-bbNA were cloned into binary
vectors for agrobacterium mediated BiFC. When theye used for transient expression in
N. benthamiandeaf tissue to confirm the yeast interactiarplantg the F-box candidate
induced necrosis (Thiel & Varrelmann, 2009). Dueghe speed by which it occurred, the
necrosis resembled a hypersensitive resistancéaeac

To confirm that the F-box candidate alone and hetttanslational fluorescent marker-F-
box fusion was responsible for the observed effedipx-cDNA candidate and all three F-
box full-length sequences were cloned into pBinnplexpression vector. Subsequent
agroinfiltration exactly reproduced a necrotic teatalready starting to develop at 24 hpi
in all F-box treatments but not when the empty eeetas applied. Figure 5 shows
benthamiandeaves at 3 dpi following treatment with pBin ar8imp-F-box-Rz2 In order

to verify if P25 interferes with the induction oécrosis, it was used for co-infiltration with
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F-boxRz2 resulting in no visible difference in time of ocoence and severity of the
necrotic reaction in comparison to infiltration wiE-boxRz2alone (data not shown). The
F-box agroinfiltration experiment was repeated wahves of resistant and susceptible
sugar beet genotypes, but tissue necrosis was bsaned (data not shown). Although
agroinfiltration with pBin did not induce the tisswmecrosis, the possibility remained that
the agroinfection process might have interferechwtit Transient expression via particle
bombardment with co-expression of a fluorescentkerawas chosen to exclude the
possible agrobacterium effedil. benthamiandeaves were used for bombardment with
pBin-F-boxRz2 plus the gene for DsRed (PCR-amplified from pDsRéd Clontech)
under control of CaMV 35S and pA (pe35-DsRed) aBing--boxRz2 alone. pe35-
DsRed plus pBin were co-bombarded as positive obnit 3 dpi five leaves of each
treatment were analysed under epifluorescence suopy (FM). Bombardment with
F-box alone resulted in detection of 67 single epithl cells showing autofluorescence
induced by necrosis indicative for cell death, wmlb DsRed fluorescence was detected.
Co-bombardment of F-box plus DsRed resulted inrf@émg and 7 red fluorescing cells. In
contrast bombardment with DsRed alone led to 13ls sbowing red and only 5 cells
displaying green fluorescence, demonstrating jhathigh percentage of cells was hit with
both plasmids and ii) transient DsRed expressiosn sugppressed when F-box protein was
co-expressed. These observations suggested thaomutithout agrobacteria, the transient
expression of sugar beet F-box protein induceddsath inN. benthamiandeaf cells.
Transient F-box protein expression induces the acooulation of pathogenesis-related
protein transcripts in N. benthamiana leaf tissue

To evidence for a relation of the necrosis rapjllgduced by transient F-box expression
with cell death induced by a hypersensitive resppnse attempted to show the
accumulation of PR protein transcripts. To addtegsissueN. benthamiandeaf tissue
was agroinfiltrated with pBin-F-boRz2 and pBin. As no coding sequences frdm
benthamianarelated to PR-proteins are known, specific prinfersN. tabacum PR-1a,
PR-1bandPR-1cgenes, known to be closely associated with the isg@pesitive resistance
response in tobacco, were applied.

At 24 and 36 hpi, total RNA was extracted and usedRT-PCR amplification oPR-1a,
PR-1b and PR-1c transcripts with specific primers. Amplification afonstitutively
expressed translation elongation factor gene tratsc(EFXL) with specific primers

served as internal control (Figure 6). Strongly@ased expression levels, relative to tissue
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infiltrated with pBin, were observed for all thré®-1a, PR-1b, PR-1litanscripts at 24 as
well as 36 hpi, suggesting a connection of sugat Bebox protein with the induction of
HR in N. benthamiana

Full-length F-box protein is necessary for BNYVV P38 interaction as well as for
cell-death induction inN. benthamiana leaf tissue

To find a first indication if P25 interferes withldox substrate recognition or F-box SCF
complex interaction, LexA-YTH studies were perfoamegith N- and C-terminal parts of
the Rz2full-length F-box protein containing the consenkedox motifs and kelch repeats,
respectively. The coding sequence for the N-termib@/ and C-terminal 255 aa,
respectively, were re-amplified with specific prirmeand cloned into LexA-BD vector
(pJG4-5-F-boxAN and AC). However, in YTH analysis both deletion variadid not
interact with P25 (Figure 2a and b), despite datdet yeast expression was observed
(Figure 4).

Subsequently we wanted to figure out, if the celith induced by the full-length F-box
protein can be ascribed to one of the two functioloanains of the protein. Therefore, F-
box-Rz2AN and AC were transiently expressed from pBin vectorilimenthamiandeaf

tissue, but no cell death was observed for bottrments.

DISCUSSION

Several lines of evidence established during teetl@o decades have connected BNYVV
RNA3 encoded P25 protein and its aa67-70 tetradposition to virus pathogenicity in
Beta vulgarigoots (Koeniget al.1991; 2009; Tamadat al.1999) and necrosis induction
in leaves ofB. maritimaas well asTetragonia expanséKlein et al, 2007; Tamada, 2007;
Chibg et al.2008). In addition both transcriptomic (Schmiddihal., 2008) and proteomic
(Larson et al, 2008) studies applying BNYVV infected suscemildugar beet tissue
revealed induction of defence and oxidative strelsded genes, fitting to the typical virus-
induced root cell necrosis and phytohormone imlmaPollini & Giunchedi, 1989).
Taken together the observations strongly suggebypersensitive resistance response
against virus infection, unable to limit virus spdein susceptible genotypes. Even though,
the underlying resistance mechanism mediate@Rbgnajor genes has not been resolved
yet and the identification of tfezgene product is currently missing.

With the work presented here, we have identifiedTél derived sugar beet cDNA clone

displaying strong interaction with the BNYVV domirtgpathogenicity factor P25 to be a
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member of the F-box family. This protein is coneecto the plant UPS as shown by
interaction with Arabidopsis ASK1 as well as ASKA&dadisplays predicted F-box and
kelch domains. With the confirmation of the yeaderaction by the GAL4-system plus
thein vitro GST pull-down interaction, we were able to rule any artificial nature of our
observations.

The F-box P25 interaction waRz or resistance-independent and a P25\WHGo
tetrad mutation involved iRz1resistance breaking (Liet al, 2005; Koenig et al., 2009)
was not interfering with it too. This indicated thegar beet F-box protein to represent a
target for P25 what might enable the virus to exegathogenic influence on the host.
Remarkably, isolation of full-length sequences \wagormed from healthy non-infected
sugar beet seedlings, suggesting a constitutiveadsof pathogen inducible expression of
this F-box protein.

In contrast the fortuitous finding of necrosis iotdan in N. benthamiandeaf tissue
suggested an involvement of the protein in the atidn of a hypersensitive resistance
response. This was supported by the induced expres$§ PR-protein transcripts. As
Tamada (2007) and Chiled al. (2008) had observed necrotic lesions in leaveBNYVV
resistantB. maritimaplants following rub-inoculation thus limiting BNYW replication
and spread, we expected to reproduce the necrasisagrobacterium mediated
overexpression in sugar beet leaf tissue in unablugh concentrations but failed to do so.
A possible explanation is the extraordinary highodgcterium-mediated expression level
in N. benthamiandeaf tissue compared to sugar beet, wh&rgumefaciendransient
expression of reporter genes like green fluoresgeotein result only in very poor
fluorescence (data not shown). The observation, ttteaseparated domains of the F-box
(N-terminal F-box and C-terminal kelch repeats) mid induce necrosis, are indicative for
the targeting of a plant protein (e.g. a transwil factor) to the UPS, whose absence
allows HR related genes to be expressed only wingh thomains are available in one
protein. Co-expression of both F-box domain and Keéch repeats via transient
agroinfection in two separate molecules as well niid lead to induction of necrosis
supporting the idea that an unknown F-box targetlad¢o be directed to the UPS to induce
HR. Several studies have demonstrated that targets-box proteins can represent
transcription regulators and their UPS mediatedatgion induced gene expression (van
den Burget al, 2008). As the C-terminal kelch-repeat targetradBon domain structure
is different from those F-box proteins with a knowate in HR or SAR (COI1, SON1 and
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ACRE189) and no significant sequence similarity vedserved, functional homology
cannot be deduced. Secondary YTH sugar beet cDblArli screens might be useful to
identify cellular ubiquitylation targets of the Ebidentified in this study to unravel the F-
box function and prove its possible role as a eérdomponent of the HR response in
sugar beet. It is widely accepted that the F-baer@iinal kelch-repeat domain is usually
responsible for the target binding (Cardozo & Pag&©04), but a P25 interaction with
this domain was not identified. This suggested #25 targeting for UPS degradation
cannot be expected although final evidence wassapplied. All these findings account
for a resistance independent interaction and intiadda relation to resistance breaking
could be ruled out. On the contrary, the findingpmort the F-box target hypothesis and
suggest that P25 might interact with F-box to sappra resistance reaction, which is
Rzindependent. The finding, however, that P25 F-kdoensient overexpression in
N. benthamiandeaves was not reducing or delaying the necro@ctren is an argument
against this, although conclusions are difficultdiaw asN. benthamianas a BNYVV
host which displays only very mild symptoms andnszrosis or comparable resistance
reaction. Sugar beet F-box sequence was passdt ttoe® major sugar beet breeding
companies (KWS SAAT AG, Einbeck, Germany; STRUBEEDKMANN GmbH & Co.
KG, Sollingen, Germany and Syngenta Seeds AB, landa, Sweden) and used for
genomic mapping. The F-box gene was mapped to dsome 5 (data not shown) and
therefore can be excluded to representRanmajor gene which has been mapped to
chromosome 3 (Scholtest al, 1999).

The findings of this study suggest that P25 intedewith the plants UPS at independent
positions. Previous work on P25 functional chamdzaé¢ion determined nuclear shuttling
abilities (Vetteret al, 2004) and the tendency to form oligomers as \asllslight
transcriptional activation. In addition the proteiontains a Zinc-finger and acidic domain
(Klein et al, 2007). However SMART analysis of the P25 aa saqe did not result in
prediction of domains which indicate a relationthe UPS and GAL4-YTH did not
identify an interaction with SKP1. Several virusks/eloped mechanisms to target host
proteins for degradation to the 26S proteasomawour their multiplication. The silencing
suppressor protein PO of the Poleroviruses contamd--box motif at the N-terminus
(Pazhouhandeht al.,2006) and the authors demonstrated that PO taagetsnponent of
the RNA silencing to the SCF-complex. In contrés, movement protein (MP) of tobacco

mosaic virus is degraded following ubiquitylatiomdaReichel & Beachy (2000) suggested
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that the virus uses the process to control viruvament via limiting the damaging
influence of the MP on the structure of the cottemadoplasmatic reticulum. Remarkably,
another potyviral silencing suppressor (HC-Pro) hegealed interactions with plant
proteins similar to the P25 partners. éinal. (2007) detected potato virus Y (PVY) HC-
Pro interactions with subunits of the ArabidopsS2proteasome. The ways by which
plant virus proteins interfere with the UPS aretguiiverse and although few studies exist
which show at least some similarities, the finaflenstanding how P25 exerts its function
as pathogenicity factor is still missing. Futureuds¢és performing functional
characterization of other candidates identified/janasly (Thiel & Varrelmann, 2009) will
help to finally resolve the sugar beet antivirusis&nce mechanism and understand the

virus life cycle to develop sustainable controatdgies against rhizomania.
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FIGURE and LEGENDS

a

pGBKT7-ASK2

pGBKT7-F-box & =

pGBKT7-@

1 mM 3AT 5 mM 3AT 15 mM 3AT 25 mM 3AT
-WLH -WLH -WLH -WLH

pGBTY
pGBKT? |
P33-LTA
(b} P25 .P25
P25-F-hox

ASK1-F-box

ASK2-F-hox ‘

Figure 1. (a) GAL4-based yeast two-hybrid (YTH) interactistudies of beet necrotic
yellow vein virus P25 (pGAD424- and pGBT9-P25), audoeet F-box candidate
(pGAD424-F-box-cDNA and pGBKT7-F-box-full-length)na A. thaliana ASK1 and
ASK2 (pGBKT7-ASK1 and -ASK2). YTH interaction assaf/the expression constructs
of interest with empty vectors (pGBT9, pGBKT7 ar@AD424) to test for autoactivation.
YTH was carried out in the presence of 1, 5, 15 26dnM 3-aminotriazole (3AT) to
suppress background growth on selective mediargc&mino acids tryptophane, leucine
and histidine (-WLH). YTH interaction assay was tolked with P53 (pVA3) and LTA
(pTD1) as positive control. (b) Quantification [pigalactosidasepfgal) activity in Miller
units of yeast diploids expressing the interactjgartners grown under interaction-
nonselective condidions in liquid culture assay@t°C. Quantification ofi-gal activity
was also controlled with P53 (pVA3) and LTA (pTDlssays were performed in
triplicate sets with 3 independent cultures forresitain.
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Figure 2. LexA-YTH interaction assay of BNYVV P25-B-type ahdperial Valley (-1V)
origin with sugar beet F-box proteins (encodeRz2cDNA, Rz1, Rz2 and susceptible-
full-length clones as well aRz2N- and C-terminal deletion mutants). The bait anely
combinations, co-transformed into yeast, were sateon medium containing galactose
and lacking -Leu, -Trp, -Ura and -His. (a) Test fanscriptional autoactivation of the -
Leu reporter. pEG202 co-transformed with pJG4-5resging F-box variants (pJG4-5-
cDNA, -susc., Rzl, -Rz2 -AN, -AC and pJG4-5), (b) Specific interactions of P25
(PEG202-P25-B-type) with different F-box proteimslG4-5-cDNA, -susc.,Rz1, -Rz2-
AN, -AC), P25-IV (pEG202-P25-1V) interaction with pJG4-50x-cDNA, empty vectors
pJG4-5 with pEG202 and positive control SV40 LTA@#-5-LTA) with P53 (pEG202-
P53). (c) Relative quantification of Leu-driven GHBorescence in yeast cell matings
expressing the same P25 and F-box variants as) iméasured by displaying total area
densities. Standard errors are displayed.
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Flag-p25

GST-impoa |,
GST-F-box

- GST

Flag-p25 —— -p -

Figure 3. In vitro pull-down assays to confirm P25 interaction withdx. Flag-P25 from
Baculovirus-infectedsf9 cells was incubated with GST alone, GST-impodti(Rice) and
GST-F-box. GST pull-down of P25 was visualized bg detection of the viral protein
using flag antibody after immunoblotting. Reactigresformed within vitro synthesized
histidin-tagged P25 gave identical results (datashown).
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Figure 4. Immunodetection of LexA and haemagglutinin (HA)dad proteins (anti-LexA
and -HA). Equal PAGE loading was checked by stgniihe molecular weights are
declared in kilodalton (kDa) (a) HA immunodetectiam yeast total protein extracts
expressing pJG4-5-F-box-cDNA, -F-box-susc., -F-B24 -F-boxRz2 -F-boxAN, -F-
box-AC. pJG4-5 served as control. (b) LexA immunodebectin yeast total protein
extracts expressing pEG202-P25-B-type, -P25-Impéfadley (V). pEG202 served as
control.
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pBin-F-box-Rz2

Figure 5. Host response dfl. benthamiandeaf tissue following transient agrobacterium
mediated expression oRz2 sugar beet F-box protein (pBin-F-b&2) at 3 dpi.
Agroinfiltration of an empty vector served as coh{pBin-empty).
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24h 36h

PR-1a 360 bp

PR-1b 389 bp

PR-1c 358 bp

495 bp

Figure 6. Induction of PR-protein genePR-la, PR-1b, PR-)cexpression in
N. benthamianaleaf tissue agroinfiltrated (+) with F-bdXz2 (pBin-F-boxRz2J and
control infiltrated (-) with pBin vector was anaggby semi-quantitative RT-PCR after 24
and 36h. RT-PCR amplification of constitutively esgsed EFRd transcripts was applied
as a quantitative standard. Results were indepdgdexproduced two times. Numbers
below the gels display total area densities ofdifferent RT-PCR signals.
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ii. Expériences complémentaires

Pour confirmer que la protéine candidate était ciffement une protéine a F-box
intervenant dans un complexe SCF, jai effectuétest double hybride de levure en
présence d'une protéine adaptatrice exprimée dangviure par l'intermédiaire d’un
vecteur bridge [pVT102, (Vernett al, 1987)]. L’expression concomitante de la protéine
adaptatrice dans la levure permet de créer unurate transcription fonctionnel qui
activera la synthese du gene rapporteur (voir nedtér méthodesfigure MM.3). Il faut
préciser que ce test, faussement appelé tripleidgsbrest utilisé pour démontrer
I'interaction entre trois protéines [eg : (Pazhaudeh et al, 2006)]. Pour le mettre en
ceuvre, les levures AH109 transformées avec les plaismides sont sélectionnées sur
milieu dépourvu de tryptophane (W), de leucine ét)d’uracile (U) et leur croissance
analysée sur milieu (SD-WLUH) dépourvu de ces temgles aminés et d’histidine (H),
supplémenté ou pas de 3-amino triazole, un condpétde I'histidine. La croissance de
levures refléte l'activation de la transcription dene rapporteur par un facteur de
transcription chimérique reconstitué par deux oistprotéines. J'ai mis en ceuvre ce test
et recherché l'existence d’'un complexe fonctionaatre F-box, Ask et Culine. Les
résultats sont présentés dandfitmre 1.2 et dans letableau 11.2. Toutes les levures
transformées ont été capables de croitre sur leeum@D-WLU (non montré). Dans les
conditions testées sur faure 1.2, seules les combinaisons F-box-Ask1/2-Culin et-p25
Ask1/2-F-box sont capables de rendre les levure®ipophes vis a vis de I'histidine.

La combinaison p25-Askl1/2-F-box permet la croissates levures. Ceci s’explique par
I'interaction directe entre p25 et F-box qui ne bnpas étre influencée par la présence de
ASK1/2, tout comme les interactions ASK1/2 et F-bwx sont pas influencées par la
présence de la protéine p25 (comparer les ligneés22duableau 11.3). Dans le cas de la
combinaison F-box-Ask1/2-Culirdigure 11.2 ettableau 11.2 lignes k et I), l'activation de

la transcription des genes rapporteur ne s’expligue par la formation d’'un complexe
ternaire entre CulleAskeF-box. En effet, la pro&i-box est incapable d’interagir avec
Cull ¢ableau 11.2, lignes d et e) qui interagit avec ASK1tal{leau 11.2, lignes f, g et i).

La protéine F-box ne semble pas influencer l'intdoam entre ASK1/2 et Culltgbleau
[I.2, lignes m, n et 0). Par conséquent, nous avonslicaque le candidat protéine

F-box-Kelch fait partie d’'un complexe SCF. Nous @mvoecherché a quel niveau se situait
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I'interaction F-boxep25 dans ce complexe, c’estra di la protéine p25 était une ‘cible’ ou
un inhibiteur de la protéine F-box ou les deux.

pVTU102

pGBKT72 -pGADD
pGBKT7Fbox -pGADD
PGBKT7QD pGADCull
pGBKT7Fbox pGADCull
0GBTIp25 pGADFbox
pGBT9p25 pGADCull
ImM 3AT
-UWLH
9
Yp)
u

Y-AD

DBD X

Figure 11.2 : Test de double hybride de levure en gsence d’'une protéine adaptatrice
(ASK1 ou ASK2) exprimée par l'intermédiaire d’'un vecteur bridge (pVTU102). Les
protéines fusionnées au domaine de fixation a 'ANGAL4 (BD) sont exprimeées par le
vecteur pGBT9/pGBKT7 ; les protéines fusionnées damaine d’activation de la
transcription de GAL4 (AD) sont exprimées par letear pGAD. Les protéines ASK1 ou
ASK2 sont produites par le vecteur pVTU102. CULfrésente la protéine Culinel ; F-
box correspond au candidat n°1 F-box-Kelch. 3ATrésente le compétiteur de I'histidine
3-amino triazole. -WLUH représente le milieu dépaude tryptophane (W), leucine (L),
uracile (U) et histidine (H). @ indique les vectewxprimant les domaines AD ou BD
seuls. pPGADCULL1 a été fourni par le laboratoireMieP. Genschik.
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Tableau I1.2: Test de double hybride de levure enprésence d'une protéine
adaptatrice, un composant du SCFCe test est réalisé dans la souche de levure AH109,
la croissance de levures a été observée apre< goats sur milieu (-WLUHA). GAL4BD
indique les protéines en fusion avec le domaindixddion a 'ADN de GAL4 dans le
vecteur pGBT9 ou pGBKT7. GAL4AD montre les prot&@ntisionnées au domaine
d’activation de transcription de GAL4 dans le vectgGAD424 ou pGADT7. Les
protéines exprimées par le vecteur bridge sontirgbs (pVTU102). Ces résultats ont été
obtenus par, au moins, deux expériences indéperriditreprésente les vecteurs vides. +,
indique une faible croissance ; ++ indique unessamnce moyenne ; -, indique I'absence
de croissance.

Ligne GAL4BD pVTU102 GAL4AD Croissance
a /] 1] 1] -
b F-box (/] (0] -
c /] F-box ASK2 -
d F-box 1] Cull -
e Cull 1] F-box -
f ASK1 1] Cull
g ASK2 1] Cull
h Cull 1] ASK1 -

i Cull (%) ASK2 +
j Cull F-box ASK1 -
k F-box ASK1 Cull

I F-box ASK2 Cull

m Cull F-box ASK2 ++
n ASK1 F-box Cull ++
o] ASK2 F-box Cull ++

a. Etude du complexe AskeF-boxep25

Nous avons Vérifié si la présence de la protéirte gfBcte ou non linteraction entre la
protéine F-box et les protéines ASK1/2. Le prentest réalisé dans le paragraphe
précédent a montré que les protéines ASK1 ou 2lméncent pas le complexe p25<F-box
(figure 11.2) . Avant tout, j'ai revérifié 'absence d’autoactiian de la transcription par les
protéines utilisées dans cette étiddleau 1.3, lignes 1 & 7, 32 a 34 et 39-46) cloné
les protéines p25 et F-box dans le vecteur bridgBi02 dans le but de les co-exprimer
en systéeme double hybride. J'ai ainsi pu confirfiadrsence d’interaction entre la protéine
p25 et les protéines ASK1/2 quel que soit le sessabmbinaisons testé@ableau 11.3,
lignes 8 a 11)t I'existence d’interactions entre la protéinbdx et les protéines ASK1/2

(tableau 11.3, lignes 12 a 15) L'expression de protéines ASK par lintermédiade
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vecteur Bridge n’affecte pas l'interaction entrepi®téine F-box et p28-igure 11.2 et
tableau 11.3, lignes 35 a 38) Il faut préciser que le test effectué ne permmt de
discriminer entre un effet inhibiteur qui provogaiéda mort des cellules et la survie des
cellules liée a l'interaction forcée entre p25 didx. De la méme maniére, I'expression de
la protéine p2%ia le vecteur bridge n'a pas d’influence sur la fotiora du complexe F-
boxeASK1/2 quelle que soit la combinaisffigure 11.3 et tableau 11.3, lignes 16 a 23)
La protéine p25 n’interagit pas avec les protéehs8K (tableau 11.3, lignes 8 a 11, 24, 26,
28, 30 et ne permet la formation d’'un complexe fonctieinque sous la forme GAL4BD-
ASK2¢F-box*GAL4AD-p25 fableau 11.3, ligne 27 ou GAL4BDp25<F-box*GAL4AD-
ASK2 (tableau 11.3, ligne 3J). Il est remarquable de noter que si la protéilsKA est
capable d’intéragir avec la protéine F-box, elleiesapable de participer a la formation
d’'un complexe impliquant F-box et la protéine p#bleau 11.3, comparer les lignes 25

a 27 et 29 a 3]l Ces résultats semblent indiquer que la protgid® fait partie d’'un
complexe SCF impliquant la protéine F-box et latire ASK2 mais pas la protéine
ASK1.

Les interactions décrites entre ces différentsepaites étant purement descriptives, jai
entrepris de caractériser les forces d’interactientre les partenaires en dosant les

activités enzymatiques gegalactosidase.
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Figure 1.3 : Recherche de la formation des compless protéiques par test triple

hybride de levure. Ce test est effectué dans la souche de levure AHaG9oissance de
levures a été observée apres quatre jours surunsiéectif SD-WLUHA. Les chiffres
correspondent aux combinaisons indiquées danbleaiall.3.

Tableau 11.3 : Résultats des tests double hybrideneprésence de protéine bridgeCes
tests sont réalisés dans la souche de levure AHA@%pissance de levures a été observée
aprés quatre jours sur milieu (-WLH) et (-WLUHA)pde test double et triple hybride
respectivement. GAL4BD indique les protéines enofusavec le domaine de fixation a
'ADN de GAL4 dans le vecteur pGBT9 ou pGBKT7. GAAB montre les protéines
fusionnées au domaine d’activation de transcriptlenGAL4 dans le vecteur pGAD424
ou pGADTY7. Les protéines exprimées par le vecteitlgb sont indiquées (pVTU102).
Ces résultats ont été obtenus par au moins deudrierpes séparées. @ représente les
vecteurs vides. +++, indique la forte croissancdedeire ; ++, indique une croissance
moins forte ; -, indique I'absence de croissance.
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| Ligne | GAL4BD | pVTU102-U | GAL4AD | Croissance
1 @ | - | @ | -
| 2 | ASK1 | - | @ | -
| 3 | ASK2 | - | %} | -
| 4 | F-box | - | @ | -
| 5 | %) | - | F-box | -
| 6 | P25 | - | @ | -
r | 7 % | - | P25 | -
> 8 | ASK1 | - | P25 | -
| 9 | ASK2 | - | P25 | -
| 10 | P25 | - | ASK1 | -
[ 1 | P25 | - | ASK2 | -
|12 | ASK1 | - | F-box | +++
| 13 | ASK2 | - | F-box | et
| 14 | F-box | - | ASK1 | +++
| 15 | F-box | - | ASK2 | +++
| 16 | ASK1 | @ | F-box | +++
| 17 | ASK1 | P25 | F-box | ++
| 18 | ASK2 | @ | F-box | +4
| 19 | ASK2 | P25 | F-box | -+
20 | F-box | @ | ASK1 | +++
| 21 | F-box | P25 | ASK1 | ++
| 22 | F-box | @ | ASK2 | +4
.23 | F-box | P25 | ASK2 | e+
| 24 | ASK1 | @ | P25 | -
| 25 . ASK1 |  F-box | P25 | -
| 26 | ASK2 | @ | P25 | -
| 27 | ASK2 | F-box | P25 | ++
oﬁ 28 | P25 | % [ ASKL | i
| 29 | P25 | F-box | ASK1 | -
| 30 | P25 | @ | ASK2 | -
| 31 | P25 | F-box | ASK2 | ++
32 | ) | %} | @ | -
| 33 | F-box | [} | ] | -
[ 34 | P25 | @ | @ | -
| 35 | P25 | ASK1 | F-box | ++
| 36 | P25 | ASK2 | F-box | 4+
Y | F-box | ASK1 | P25 | e+
| 38 | F-box |  ASK2 | P25 | ++
. 39 | @ | F-box | ASK2 | -
[ 40 | P25 | F-box | [} | -
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b. Estimation des forces d'interactions par quantificdion de I'activité

ONPG (O-NitroPhényl-p-D-Galactopyrnoside) dans la levure

L’activité enzymatique dg-galactosidase des levures (AH109) transforméesigax ou
trois plasmides a été mesurée par quantificati@ctyité ONPG pour estimer la force
d’interaction entre les deux, voire les trois, padires. L'activitéf-galactosidase a été
mesurée aprés 285 min a partir de trois a six @dtindépendantes de levures.

Les résultats obtenus sont présentés suiigiare 11.4 et confirment les interactions
observées dans les expériences précédentes. Nons pu mesurer une interaction plus
forte entre la protéine F-box-Kelch et la protéia8K1 que entre F-box-Kelch et la
protéine ASK2 (respectivement 5 et 3 unjgégal Miller). Cette interaction ne semble pas
étre affectée par I'expression de la protéine gjure 1.4, 13 et 19) Cette approche
nous a également permis de quantifier I'interacp@®+F-box*ASK2 qui avoisine deux
unités Miller figure 1.4, 31 et 27) En absence d’interaction, les activités enzyniasq

mesurées en milieu complet sont toutes infériearksinité Miller.
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Figure 1.4 : Quantification de l'activité¢ p-galactosidase f-gal) dans des levures
transformées par deux (3, 12, 13 et 11) ou pas ecteurs (autres combinaisons). Les
cellules ont été cultivées en milieu liquide noiesif a 30 °C. Les analyses ont été
effectuées en triplicata a partir de 3 culturegpwhdantes. Les écarts types sont indiqués.
Les chiffres représentent les combinaisons déatdes le tableau 11.3.

c. Analyse de l'expression de la protéine F-box dansed plantes de

betterave

Nous avons recherché si I'expression de la protéimx était constitutive ou si elle
pouvait étre induite par I'infection du BNYVV. Poaela, nous avons recherché, parmi les
ARN totaux extraits des feuilles et de racines éebaves sensibles et résistantes (Rz1 et
Rz2) infectées ou non infectées, la présence dBN'Anessager a l'aide d’'une sonde
spécifiqgue. Les résultats sont présentés suiglae I1.5. L'absence de détection du
MRNA dans les feuilles indique que la protéine Kk-le betterave est exclusivement
exprimée dans les racines ou I'on détecte le mRIdA morthern blot. L'expression de
I’ARN semble indépendante de l'infection. Dans &s de la plante Rz2, nous avons pu
noter I'expression plus forte du mRNA de F-box tpaisse suite a l'infection virale.
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L’'immunodétection de la protéine p25 ou de la pr&éCP a partir d’extraits de ces
plantes infectées révele des niveaux d’expressiotéigues comparables (non montré).
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Figure 1.5 : Analyse par northern blot de I'accumulation de 'ARN messager de F-
box dans les betteraves sucriéres résistant®zl et Rz2 et susceptibles, infectées et
non-infectées. (A) Analyses effectuées sur des ARN extraits dmsllés des plantes
infectées (1, 3 et 5) et non infectées (2, 4 et(B).Analyses effectuées sur des ARN
extraits des racines de mémes plantes infectéeks €l 5) et non infectées (2, 4 et 6). La
sonde de F-box est utilisée. La visualisation ddWsdes ARNr18s permet d'estimer les
guantités de charge déposées dans chaque piBlanies susceptibles infectées. 2. Plantes
Susceptibles non-infectées. 3. PlarRedinfectées 4. Plantd®z1lnon-infectées. 5. Plantes
Rz2infectées. 6. Plantd®z2non-infectées.

d. Effet des mutations de phosphorylation de la protéie p25 sur

I'interaction avec la protéine F-box

La reconnaissance des substrats par les protésmesmdplexes SCF est souvent régulée
par phosphorylation (voir introduction). Nous avaltnc décidé de rechercher I'effet des
mutations de phosphorylation introduites dans lgusgace de la protéine p25 sur
I'interaction avec la protéine F-box. Pour cela,tdst réalisé dans le chapitre | pour
rechercher 'effet sur I'interaction avec I'imporéia avait aussi été réalisé avec la protéine
F-box et I'importinea de riz qui sert de témoin. Aucune différence @rattion n'a pu
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étre observée entre les mutants de phosphorylatida protéine F-boxir{ vitro) méme
dans le cas du mutangA qui n’est pas reconnu par I'importinede riz(figure 11.6) . Les
différences d’intensité de bandes détectées psumigtants I:D et Ti64A n'ont pas été
reproductibles.

Ces résultats indiquent que la reconnaissance &ntpeotéine p25 et sa partenaire, la
protéine F-box, est indépendante de I'état de ghargtation de la protéine pab vitro.
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Figure 1.6 : Interaction in vitro entre des protéines p25 sauvage (wt) ou mutées ave
la protéine de fusion GST-F-box.L'interaction entre la protéine p25 ou ses mutalgs
phosphorylation a été vérifiée par un test de GAIFdown. Les protéines p25 sauvage ou
mutées ont été produites dans le systeme de tipti@ertranslation RTS100 dans un lysat
d’E. coli et incubées avec des quantités similaires d'déstde protéines produites &n
coli contenant la GST seule ou fusionnée a la protéihex ou a I'importinen du riz
comme témoin. Aprés incubation et lavages, 20 uthiEgue milieu de réaction ont été
analysés en western blot et révélés par des apsi¢anti-p25 ou anti-HA).
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2. Recherche des partenaires cellulaires et viraux d@ protéine p25 par

des approchesn vitro

I. Approche de co-immunoprécipitation

Les partenaires interagissant ou formant un conepéesec une protéine donnée peuvent
également étre recherchém vitro par une approche biochimique. La co-
immunoprécipitation est un processus extrémemela car elle permet de capturer les
membres d’'un complexe protéigue présent dans lgaitsxcellulaires et, par la suite, de
les identifier par spectrométrie de masse. Pouumés le principe, les complexes
protéiques sont liés a un anticorps spécifiquaeri@me attaché a un support solide tel que
la résine ou les billes magnétiques en se liant@oi€ines comme la protéine G ou A.
Apres la capture de la protéine cible et des pmegdu complexe, le support solide est
lavé pour éliminer les protéines qui ne sont paifiguement et faiblement associées a
I'anticorps ou a la protéine ciblée par l'anticorpgreés le lavage, la/les protéine(s)
spécifiguement liée(s) est/sont éluée(s) et ana(gdéL utilisation de la spectrométrie de
masse va nous permettre d’identifier ces protéines.

Dans notre étude, cette expérience a été effeatteredes extraits bruts, afin d'obtenir une
représentation globale des protéines cellulaireBagigmenter le taux de purification. Nos
expériences ont été réalisées sur un extrait preeéiotal deC. quinoainfectées par
Stras12 du BNYVV complétées par des transcrits el@3RHAp25 ou sur un extrait d&
quinoa infectées par la souche Strasl2 (helper) utiliséesmme témoin.
L’immunoprécipitation effectuée a I'aide des antpdirigés contre le peptide HA fixé
sur une résine n'a pas permis de visualiser deérdifice de profil entre I'échantillon
contenant la protéine HAp25 et celui de I'extratpdante sain€figure 11.7) . Compte tenu
de la spécificité de I'anticorps dirigé contre HAus avons suspecté que la résine fixait un

grand nombre de protéines cellulaires.
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Figure 1.7 : Analyse comparative par €électrophorés des protéines issues de
'immunoprécipitation réalisée a partir d’'un extrait de feuilles @ quinoa saines
(IPsain) ou infectées par les ARN1 et 2 supplénsepdé des transcrits Rep3-HA (IPHA).

Le remplacement de la résine par des billes magredia permis de résoudre en partie le
collage des protéines cellulaires a la matrice et distinguer des différences de
comportement entre [I'échantillon contr6le et I'éafilfon contenant la protéine a
immunocapturer.

Ainsi, lafigure 11.8 présente cette expérience et montre clairementsjues différences
ne sont pas visualisées dans les extraits "inpgutFE", il est possible de visualiser des
différences entre les extraits contenant et neecramit pas la protéine p25 étiquetée HA.

La bande de 25 KDa correspondant a la protéineap® qu’'une bande d’environ de 20
kDa et une autre d’environ de 50 kDa sont préseatdas I'élution des extrait infectées par

Stras12 et Rep3-HAp25 et absentes des extraitdeep inoculés par Stras12.
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Figure 11.8 : Electrophorése (une dimension, 1D), prés co-immunoprécipitation de
protéines totales extraites deC. quinoa infectéespar 'ARN1 et 2 complétés par des
transcrits Rep3-HAp25 (HAp25 élution) par rapporraextrait deC. quinoainfecté par
les ARN1 et 2 et utilisé comme témoin (Stras12)s bandes observées dans I'élution
HAp25 ont été comparées a celles observées avamtedle et les bandes différentielles
ont été ensuite analysées par MS-MS.

L’analyse differentielle par MS-MS a révélé la mése des protéines structurales CP et
CP-RT, de la protéine non structurale p14 et déépres cellulaires comme eEF1-alpha,
un précurseur de protéine PR et une sous unit&dh&t@ synthasétableau 11.4).

Tableau 11.4: Partenaires viraux et cellulaires de la protéine p25 co-
immunoprecipités et identifiés par analyse MS-MS.

Name of protein Organism
CP (20k) Beet necrotic yellow vein virus
CP-RT (Virus coat protein 75K) Beet necrotic yellgain virus
P25 protein Beet necrotic yellow vein virus
ATPase subunit | Spinacia oleracea ...
P14 (14k) same HitP14 protein Beet necrotic yeN@in virus

elongation factor 1 alpha (50 kDa actin-bindingtpio) (ABP-
50) several isoforms

Pathogenesis-related protein PRMS precursor
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Aucune interaction entre la protéine p25, les pnet® structurales CP/CP-RT et la protéine
pl4 n'a été détectée en systeme double hybridevied. Toutefois, nous avons pu révéler
la multimérisation de la protéine de translectuie & celle de la protéine pl#igure
[1.9). Un tel résultat laisse supposer que d'autres pres¢iou, peut-étre, un acide
nucléique pourraient intervenir dans le complexan®ce cas, nous avons pu mettre en
évidence l'interaction entre protéines de translec{RT) et entre protéines p14.
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Figure 1.9 : Recherche des interactions entre latéine p25, la protéine RT (A) et la
protéine pl4 (B).Ce test a été effectué par mating des souches HBanA€formées avec
les plasmides pGBT9 (-p25 ou -RT) ou pGBKT7-p14Yé&87 transformées avec les
plasmides pGAD424 (-p25, F-box ou RT) ou pGADT7-pll& type de milieu de sélection
est indiqué (-WL ou -WLH). Ce test montre I'absemdateraction entre la protéine p25
avec la protéine RT ou la protéine p14 (A et Bpligomérisation de la protéine p25 (A et
B) ou celle de la protéine RT sont retrouvées (&) dimérisation de la protéine pl4 a été
également montrée (cela sera détaillée plus tams da chapitre Ill), par contre,
I'interaction entre la protéine p25 et la protépie!l est absente (B). L'interaction entre la
protéine p25 et la protéine F-box a été égalemetrouvée en confirmant la forte
interaction car les levures exprimant les deuxgines deviennent bleues en présence de
X-a-gal dans le milieu des le deuxieme jour contragetaux autres levures diploides qui
le deviennent aprés quatre ou cing jours (A).
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i. La protéine p25 interagit indirectement avec les paicules virales du
BNYVV

Compte tenu de la stcechiométrie des signaux camespt a p25, p21 et p75 et 'absence
d’interaction en double hybride de levure, nousnaveuspecté que la protéine p25
interagissait au sein d’un complexe protéigue aumnrtedes particules virales. Nous avons
cherché a confirmer cette hypothése en réalisategpériences d'immunocapture et de
visualisation en microscopie électronique.

Si linteraction entre p25 et CP/CP-RT est spéadig alors il est possible
d'immunocapturer des particules virales a l'aideund’anticorps dirigé contre p25.
L’anticorps dirigé contre p25 n’étant pas monoclpmous avons choisi d'utiliser une
étiquette HA sur p25 et de réaliser 'immunocaptard’aide d’anticorps anti HA en
utilisant comme contrdle une protéine p25 non éti§e. Ainsi, desC. quinoaont été
infectées parles ARN 1, 2 et 3 0u 1, 2 et Rep3 2bAhes Iésions locales obtenues ont été
broyées en tampon PBSx1 et incubées sur grilles nderoscopie électronique
préalablement "coatées" par un anti-HA ou anti-@une particule virale n’est observée
sur les grilles HA incubées en présence d’extraits étiquetés. Par contre, I'expression de
protéine HAp25 en contexte viral permet d'immunduoegr les particules viralegfigure
[I.L10A). L'expérience complémentaire a consisté a immuyptocar le virus et a
rechercher la présence de la protéine HAp25 supdeicules virales a I'aide d’anticorps
couplés aux billes d’or colloidal qui sont détestémiquement sur les particules virales

issues de lésions exprimant HAp@igure 11.10B).
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Figure 11.10 : Visualisation de I'existence d’intelaction entre la protéine p25 et les
particules virales par une approche d’affinité.(A) L'utilisation d’anticorps HA permet
'immunocapture de particules virales uniquemenagprotéine p25 est étiquetée. (B) La
révélation de la protéine HAp25 est réalisée saiténmunocapture de particules virales
(@CP). Le rectangle rouge entoure la région agearidks fleches rouges indiquent les
billes d’or.

IV. Conclusion

Nous avons recherché les partenaires cellulairegratix de la protéine p25 afin de
préciser son rble dans le cycle viral. Si deuxlagbs de banque Al thaliana n’ont pas
permis d’identifier de partenaires, celui d’une d¢pa@ d’ADNc de betteravRz2 effectué a
Gottingen, a permis l'identification de 27 candglatteragissant avec la protéine p25 dont
une F-box protéine a domaines Kelch qui interamgiiefnent avec la protéine pRbvivo et

in vitro quel que soit son état de phosphorylation. Nowmswmontré que la protéine F-
box-Kelch était capable de former un complexe SGismue la présence de la protéine
p25 permettait la formation d’'un complexe impliqguda protéine ASK2 mais pas la
protéine ASK1. Nous avons vu que les protéines>dumt impliquées dans la régulation

de nombreux processus biologiques. Elles sont itotnses de complexes SCF qui ciblent
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des protéines substrats pour leur dégradationepanokéasome 26S, action indispensable a
I'accomplissement de fonctions cellulaif@gure 11.11A).

A ce stade de notre étude, nous ne pouvons pasrex@xistence d'un complexe p25e¢F-
boxeAskl dont la demi-vie serait incompatible avee détection dans la levure ou qui
pourrait exister dans la betterave et pas avecpontgine ASK originaire dt. thaliana
Nous ne pouvons que discuter de la stabilité duptexe impliquant p25¢F-box*sASK2 qui
pourrait conduire a une inhibition du complexe S€F absence d’ubiquitination de la
protéine p25. En effet, la protéine p25 ne renfegueine seule Lysine en position 57,
essentielle a 'adressage nucléaire et en contextdavorable a I'ubiquitination. Ainsi, on
peut imaginer qu’un des réles de la protéine p2aitsd’entrer en compétition avec la
protéine cellulaire ciblée par la protéine F-boXdkepour, d'une part, empécher sa
dégradation et, d’autre part, empécher le fonceoment du complexe SCF faisant
intervenir ASK2 figure 11.11B).

I me reste a tester la capacité des protéinesxFkletch de plantes sensibles Rzl a
former un complexe p25¢F-Box*ASK1/2. Les clonagess déquences des protéines
candidates en vecteur bridge sont en cours ehtesctions seront mesurées par dosages
d’activité enzymatique. Si les interactions somniiques, nous pourrons conclure que la
reconnaissance de p25 par F-box n’est pas liée adsistance spécifigue mais pourrait au
contraire favoriser l'infection. Si une interactiompliguant ASK1 est observée, nous
pourrons alors envisager un réle éventuel de ldaépr® F-box dans la résistance au
BNYVV. L'apparition de nécroses dans les feuille\d benthamianagroinfiltrées par la
protéine F-box et linduction de I'expression desngs associés (PR) a la réponse
hypersensible (HR) laissent supposer soit un ridé@ect de cette protéine F-box dans la
résistance, soit une réaction hypersensible suigxaression d’'une F-box racinaire dans
les feuilles. L'absence de co-immunoprécipitatienal protéine F-box dans les feuilles est
liée a son absence d’expression. Il serait int@réssge pouvoir réaliser cette méme
expérience a partir de racines infectées.

Quoigu’il en soit, la caractérisation du mécanigiaetion de la protéine p25 au sein de ce
complexe nécessite l'identification de la cibleldgrotéine F-box-Kelch. Nous pourrions
ainsi préciser si une absence de dégradation cbli&apourrait expliquer un phénotype de
résistancéfigure 11.11B.1) ou de susceptibilité a I'infectioffigure 11.11B.2 et 3).
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Figure 11.11 : Modéle proposé pour le réle de la potéine p25 dans le complexe SCF.
(A) Représente le cas commun d’une interaction amtee protéine substrat (verte) avec
une protéine F-box dans un complexe de SCF en tzardua la dégradation du substrat
ainsi gu’une régulation d’'une fonction cellulai(B) Représente les possibilités proposées
de l'implication de linteraction entre la protéife-box et la protéine p25 dans un
complexe SCF. Cette interaction ne conduit pasdg&tgadation de la protéine p25. Selon
I'hypothese de Guard, cette interaction peut ireluine réponse de résistance (B.1).
d95dahxrdw5ettfhvextferzzt5z9erw9">a protéine dalle (verte) va induire ou inhiber
une fonction cellulaire (B.2). Cette protéine chaite pourrait étre un facteur de
transcription ou une protéine impliqguée dans l@gélation hormonale ou I'apparition des
symptémes de rhizomanie (B.3).

Avant de réaliser une expérience de "Knock downgéuoe F-box-Kelch dans la betterave
(Beta vulgari$ par une approche de VIGS (Virus induced genendihg), j'ai tenté
d’éteindre I'expression de la phytoene desaturB&S] en clonant la séquence PDBde
vulgaris dans le réplicon 5 de BNYVV (Schmidligt al, 2005). Si des lésions locales et
une infection systémique des plant&svulgaris et B. macrocarpaont été obtenues en
présence des ARN1+2+3 supplémentés des transeri@e@5PDS ou Rep5GFP, aucun
phénotype de blanchiment des feuilles ou des Iésitmété observé. Nous ne pouvons pas

encore savoir si le BNYVV est un vecteur optimalipétablir un VIGS sur I'espedgeta
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ou si PDS est multicopies chez la betterave. L'aepée avec la séquence F-box n’a pas
encore été reéalisée.

Lors de I'approche de co-immunoprécipitation aipake feuilles deC. quinoainfectées,
nous avons identifié d’autres partenaires cellataide p25, comme un précurseur de
protéine PR, eEFlalpha et une ATP synthase. Notongue le facteur d’élongation de
traduction eERd est une composante essentielle de la machinetradigction qui permet
I'association des aminoacyl-ARNt aux ribosomesgEnéral, les facteurs d'initiation de la
traduction elF4E, elF4(iso)E, elF4G, elF4(iso)G tsnécessaires pour la multiplication
virale (Potyvirus...) [pour revue voir (Truniger and Aranda, 200Dks mutations dans
ces facteurs d'initiation inhibent Il'interaction exv la protéine virale Vpg chez les
potyvirus en conférant une résistance a l'infectwmrale (Robaglia and Caranta, 2006;
Hebrardet al, 2010; Piroret al, 2010). Un grand nombre de géenes de résistanessiéc
connus codent pour des facteurs d'initiation deaduction (Truniger and Aranda, 2009).
La co-immunoprécipitation d’autres protéines visa(€P, RT et P14) avec ces protéines
cellulaires suppose un réle important de ce congplians la régulation de traduction des
protéines virales. Toutefois, la confirmation de aaeractions directes ou indirectes est
indispensable pour comprendre la signification die tinteraction. Cette interaction
indirecte entre la protéine p25 et la protéine €&ipfirmée par microscopie électronique, et
I'absence de l'interaction entre ces protéineslesr&t la protéine p25 dans le systeme de
double hybride de levure, suggérent qu'une prot&ekulaire ou une séquence ARN
interviennent dans la formation d’'un tel compleR&st le cas pour la polyprotéine Gag de
HIV qui interagit spécifiguement avec la protéirteFéo. par deux domaines MA (protéine
de matrice) et NC (nucléocapside). Cette interactiécessite I'intervention d’'un ARN
(Cimarelli and Luban, 1999).

L’existence d’interactions entre p25, les partisulgales et la protéine pl4 suppresseur de
RNA silencing m’a orienté vers la recherche dedarg cellulaires ou viraux capables
d’interagir au sein d’'un tel complexe. Ces étudet détaillées dans le troisieme et dernier

chapitre de ma these.
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Chapitre I11 : Mise en évidence de
Pinteraction entre la protéine pl4 et la
séquence coremin de PARNS du BNYVV :
implication dans le mouvement a longue
distance
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I. Introduction

L'immunoprécipitation de la protéine p25 a permis do-précipiter a la fois des
partenaires cellulaires et des protéines viralepe@dant, aucune interaction directe entre
la protéine p25 et ses partenaires viraux co-immpréwpités n'a été mise en évidence
(chapitre 11). D’autres études effectuées au lajoine ont révélé gqu'une séquence de
20 nucléotides de I'ARNS3 viral, appelée "coremig’t indispensable, d’'une part, au
mouvement viral a longue distance 8umrmacrocarpaet, d’autre part, a la stabilisation de
'ARN3 subgénomique qui, rappelons-le, a pour owgiun clivage de I'ARN3. Nous
avons donc suspecté qu’'une ou plusieurs protéimaley interagissent avec la séquence
coremin pour permettre I'infection systémique etipstabiliser le produit de clivage de
I’ARN3. Nous avons également suspecté que 'ARNZBRIN3sub pouvait intervenir dans
la formation d’'un complexe co-immunoprécicpité aleeprotéine p25. J'ai donc recherché
I'existence d’interactions entre la séquence comeshiles protéines codées par le BNYVV
en utilisant le systeme du triple hybride de levurai pu montrer que la protéine pl4,
suppresseur de RNA silencing, reconnaissait spéeifhent cette séquence d’ARN
"coremin”.

Ce chapitre sera, de ce fait, consacré d'une paxt taavaux effectués pour la
caractérisation de la protéine pl4, et, d’autre, @aceux réalisés sur l'interaction entre la
protéine pl4 et la séquence coremin, en recherdbaidte de ces deux partenaires dans
I'infection virale locale (chezC. quinog et systémique (cheB. macrocarpaet N.

benthamiana

1. Mécanisme de RNA silencing

Le mécanisme du RNA silencing permet la régulatien’expression des genes chez la
plupart des eucaryotes et intervient dans de nambpeocessus biologiques incluant le
développement, le maintien de l'intégrité du génplmee réponses a I'environnement et la
défense contre les éléments transposables et thsgemes, notamment les virus. Ce
mécanisme fait appel a des petits ARN, "sRNA" ($rRMNA), qui sont divisés en deux
groupes : (i) les "micro RNA" (miARN) qui dérivedtARN simple brin précurseurs (pre-

MIARN) capables de se replier en une structure -limecle par appariement
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intramoléculaire, et (ii) les "small interfering RN (siARN) qui dérivent de longues
molécules d’ARN double brin présentant un haut éelgr complémentarité.

Le RNA silencing de 'ARN, un mécanisme antivirakt initié par I'intervention d’'une
enzyme de type RNase Ill (Bernstahal, 2001)appelée DICER (DCL1, 2, 3 ou 4) qui
reconnait un ARN double brin provenant de difféesnbrigines(figure 111.1) : une
molécule d’ARN dont la structure secondaire forme tige-boucle, la forme réplicative
d’'un ARN génomique viral, ou des ARN double-brimsquits par une ARN polymérase-
ARN dépendante cellulaire. Cette reconnaissanceopue la coupure de 'ARN double
brin en produisant de petits duplexes de 21 a 2#atides connus sous le terme de sSRNA
(Hamilton and Baulcombe, 1999; Elbashet al, 2001). L'un des deux brins est
sélectionné par les protéines ARGONAUTE (AGO) etomporé dans un complexe
protéique effecteur appelé RISC (pour RNA induciensing complex) dont l'activité
endonucléasique « slicer » est portée par uneipeofGO [pour revue voir (Diaz-Pendon
and Ding, 2008)]. Par complémentarité de séquenee k& sSRNA, ce dernier est capable
de sélectionner les acides nucléiques cibles etrédeler leur activité selon divers
processus qui dépendent du sRNA et de la protéd®.An effet, parmi les dix protéines
AGO identifiées che?A. thaliang seulement trois sont capables de cliver les ARNle
brin: AGO1 (Baumberger and Baulcombe, 2005), AG@ et al, 2006) et AGO7
(Montgomeryet al, 2008). En plus de I'activité slicer, il a été nrénque les protéines
ARGONAUTE peuvent aussi inhiber la traduction dédNAcibles (Broderseat al, 2008)

ou bien [l'activer (Vasudevaret al, 2007). Le silencing peut également étre
transcriptionnel ; il fait intervenir la méthylatiale 'TADN homologue aux sRNA, menant
a l'inhibition de la transcription de I'ADN (TGSranhscriptional gene silencing) (Ekwall,
2004)(figure 111.1) .

Le signal de silencing peut étre amplifié par urcamésme de transitivité en produisant des
SRNA secondaires. Ce mécanisme implique des ARNnpiiases-ARN dépendantes
cellulaires (RdRp). Parmi les 6 RdRp identifiéegzArabidopsis RDR6 joue un rble
dans le mécanisme d’extinction post-transcriptitienglors que RDR2 intervient dans le

mécanisme d’extinction transcriptionnelle [pouruewoir (Voinnet, 2008)].
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Virus a ARN m Virus a ADN
Repllcahon de I'ARN Structure secondm:/ @Hybmdahon de transcrits

génomique viral / complémentaires
% ARN double brin
cellulaire

o

Activation de la traduction
(chez les animaux)

Clivage des ARN double
brin par DCL en petits

duplexes ] ;
" ~

\ <
21 ou 22 nts Inhibition de la traduction
Ly 11111124 nts
T T
.|.|.|.|.|.|.|“ HHH 111y Incorporation des duplexes de
Les duplexes de 21 et 22 nts 24 nts dans le comlexe RISC
servent de guide pour cibler \ via AGO4

un ARN homologue via AGO1
@ 3

Dégradation de I'ARN 4@ /%M
messager ou I'ARN Méthylation de I'ADN (viral) et

P . NTTTTIITI P L L
génomique viral Aliiiie inhibition de sa transcription

Figure 111.1 : Mécanisme de I’ARN silencing :Un ARN double brin cellulaire ou produit
par la réplication ou la transcription des viruARN ou a ADN est reconnu par une des
protéines DICER (DCL). La coupure induite par deSLB ou DCL2 produit de petits
duplexes de 21 ou 22 nts. Un des brins du petiedepeut s’incorporer dans le complexe
RISC (RNA induced silencing complexeip AGO1 (ARGONAUTEL1) et cliver les ARN
viraux ou messagers homologues (PTGS - Post-Tihgtieoal Gene Silencing). Lors
d’une intervention de DCL3, les petits duplexedets produits induisent la méthylation
de I'ADN viral ou cellulaire ; ainsi elles inhibesta transcription (TGS). En plus de ces
deux effets, I'incorporation d’'un ARN double brirliulaire peut également inhiber la
traduction du messager cible ou activer sa tradacfphénoméne connu jusqu’a présent
chez les animaux. Des suppresseurs viraux de RNMAcsig (p38, p19, 2b et p0) agissent
a différents niveaux du mécanisme, et sont capabiekiber la dégradation des ARN
viraux. RdRpv, réplicase virale; PTGS, Post-trapsonal gene silencing ; TGS,
Transcriptional gene silencing.

2. Suppression du RNA silencing

Le RNA silencing constitue un moyen de défensevaate efficace. Cependant, les virus
ont adapté des attitudes plus ou moins efficaces gantourner ce mécanisme : ainsi, des
virus codent pour des miRNA pouvant déréguler lleeinfectée a leur profit (Pfeffest

al., 2004) ou alors expriment des protéines suppressiEuRNA silencing pour empécher
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le mécanisme de cibler leur génome. Plus de 5@ipex suppresseurs de RNA silencing
ont été identifiées. Ce sont des protéines multifonnelles impliquées dans la
pathogénicité virale et qui ont été retrouvées daepiasi totalité des genres de phytovirus
(Ding and Voinnet, 2007; Diaz-Pendon and Ding, 3008

Les données suggeéerent que pratiguement tous lesvitug codent pour au moins une
protéine suppresseur de RNA silencing. Cependaettains expriment plus d'un
suppresseur, comme I€&armo, Clostere, Crini-, Begomoviruset Benyvirus(BNYVV

pl4 et p3l). Il a été suggéré que certains virusrpent recruter une protéine suppresseur
de plante héte pour leur propre avantage [pouraemir (Voinnet, 2005)]. Les protéines
virales suppresseur de RNA silencing connues sarnéhles dans leur séquence et dans
leur structure. Elles agissent ainsi a différeméglass dans la voie du silencing (Voinnet,
2005; Li and Ding, 2006; Burgyan, 2008). Ainsi,peotéine de capside du TC\yrnip
crinkle virug, p38, inhibe I'activité de Dicer (Qat al, 2003)(figure 1l1l.1) ; la protéine
pl9 desTombusvirusest capable de séquestrer les sRNA double-@igure 111.1)
(Baulcombe and Molnar, 2004) ; la protéine 2b d@ucumovirusle CMV (Cucumber
mosaic viru} inhibe l'activité catalytique d’argonaui@gure Ill.1) ; et fixe les petits
ARN in vitro. Cette fixation joue un réle crucial dans la s@ggion du RNA silencing
(Zhanget al, 2006; Gotcet al, 2007; Gonzaleet al, 2010). La protéine PO deaiteovirus

est une protéine a F-box qui agit en induisantéigradation de différentes protéines de la
famille Argonaute (Baumbergeast al, 2007). D’autres protéines virales sont supposées
interférer avec l'activité RDR (pour RNA-directedNR polymerase) comme la protéine
C2 du TYLCV (Tomatoyellow leaf curl viruy, ou avec la signalisation intercellulaire du
silencing. Le développement de l'infection viralevient donc dépendant de I'équilibre
entre le mécanisme de silencing et sa suppresSies.protéines suppresseurs de RNA
silencing sont divisées en trois familles : (i) getéines suppresseur qui augmentent la
multiplication virale dans les protoplastes infecféhez les?otyvirus,la protéine HC-Pro

et chez leS'obamovirusla protéine p126) ; (ii) des protéines qui faeiit le mouvement
du virus de cellule a cellule, mais non indispetesapour I'accumulation du virus dans des
cellules individuelles (la protéine p25 du PVBotato virus X; (iii) d’autres protéines qui
facilitent le mouvement viral a longue distanceetéxacerbent les symptébmes dans les
tissus atteints par une infection systémique, maisont pas essentielles a la réplication
virale, ni au mouvement de cellule a cellule (latne 2b deCucumovirusla protéine

pl9 deTombusviruset la protéine p38 déarmovirug (Diaz-Pendon and Ding, 2008).
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3. Des suppresseurs de RNA silencing impliqués dans leouvement a

longue distance

De nombreuses protéines virales connues pour froleé mouvement a longue distance
et/ou augmenter la sévérité de la maladie dansskass systémiques possedent également
une activité de suppression de RNA silencing.dbis'notamment de la protéine 2b du
CMV, une protéine virale non structurale qui promkumouvement a longue distance
d'une maniere hote spécifique. En effet, cettedmmetvirale facilite I'infection systémique
grace a son activité de suppression du RNA silgn@h non par des changements
structuraux du systéme vasculaire (Diaz-PendorDang, 2008).

La protéine p19 du TBSYTomato bushy stunt virugScholthofet al, 1995a; Scholthoét

al., 1995b; Chuwet al, 2000) est nécessaire a la propagation viralangule distance chez
I'épinard et le poivrier. Cependant, cette protéimest pas nécessaire a linfection
systémique dé&l. benthamiana&tN. clevelandiimais module les symptémes induits par le
TBSV dans les feuilles systémiques. La protéined€Rombreux virus de plantes joue un
réle essentiel dans le mouvement du virus a lomtistance. Si ce rdle peut souvent étre
expligué par la fonction structurale et protectride la protéine de capside, il est
controversé chez des phytovirus a ARN dont la pretéCP posséde une activité de
suppression de RNA silencing. En effet, des étod¢suggéré que la protéine CP, p38 du
TCV facilite le mouvement du virus a longue disempar son activité de suppression de
RNA silencing indépendamment de l'encapsidationdiideet al, 2006), ce qui n'est pas
le cas de la protéine p19 du TBSV (Satal, 1990).

La protéine de mouvement p25 du PVX codée pardenr géne de TGB agit comme
suppresseur de RNA silencing. Il existe un lieedientre la suppression de silencing et le
mouvement viral, puisque tous les mutants défisiglans la fonction de suppression de
silencing sont inactifs dans le mouvement de celutellule. De plus, le mouvement viral
des mutants est complémenté par un suppresseulAesiencing hétérologue (Bayret

al., 2005).

Chez les potyvirus, la protéine suppresseur de RNncing HC-Pro est une protéine
multifonctionnelle. Les formes mutées défectiveasdéa suppression de silencing sont

également défectives dans la réplication du génaraé et dans le mouvement a longue
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distance. Dans ce cas, réplication et mouvement gépendants de [Iactivité de

suppression (Kasschau and Carrington, 2001).

lI. Caractérisation de la protéine pl14 du BNYVV, un supresseur du

RNA silencing

L’étude de la protéine pl4 a été initiée au lalmratdes 1992. Cette protéine codée par
'’ARNZ2 du BNYVV (voire I'organisation génomiqudigure 3 de l'article de revué est
une protéine riche en cystéine (CRP ou Cystein Riatein) a doigt a zinc capable de
fixer les acides nucléiques vitro [(Hehn, 1995), Thése de doctorat, ULP] mais aussi d
purifier la protéine pl4 sur une résine chélatargihc. L'expression de cette protéine est
importante pour I'accumulation des ARN viraux pwiegdes mutations introduites dans
'ORF de la protéine pl4 conduisaient a une batksdaccumulation des ARN viraux
dans des protoplastes infectés (Hettnal, 1995). Cette protéine est également un
suppresseur de PTQfgure 111.2) (Dunoyeret al, 2002).

pBin-GFP +
hBin-& bBin-14

Figure 111.2 : La protéine p14 est un suppresseur d PTGS :Suppression du PTGS par
la protéine p14 en expression transiteigeco-agroinfiltration des feuilles par pBin-GFP +
pBinl4 ou + pBin-@ (témoin négatif).

1. Localisation subcellulaire de la protéine pl4 danses protoplastes de
cellules BY-2

Une étude de localisation subcellulaire de la pnet¢p14 a été initiée au laboratoire. La
séquence codant pour la protéine fluorescente E&GER fusionnée a I'extrémité 5’ ou 3’
terminale du genpl4 Ces séquences ont ensuite été clonées dansstaiggadérivé de
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'ARN3 du BNYVV pRep3 (Lauberet al, 1998b). Ce dernier, utilisé couramment au
laboratoire, constitue un vecteur viral d’expresside protéines homologues ou
hétérologues en présence des ARN génomiques du BNR¥ppelons ici que ce vecteur
qui posseéde uniquement les extrémités 5’ et 3'gumantes indispensables a la réplication

ne contient plus la partie portant la séquencenciore

Dans un premier temps, nous avons utilisé les ¢raasles constructions Rep3-pl4EGF
ou Rep3-EGFpl4 pour infecter des plantesCdejuinoaen présence des transcrits des
ARNL1 et 2 sauvages ou de 'ARN1 sauvage et d'un 2ARN permettant plus I'expression
de la protéine pl4d [ARN2-3722; (Hehet al, 1995)] dénommé dans ce chapitre
ARN2Ap14. Si les inoculations réalisées en présencARNR sauvage ont montré que
les deux protéines de fusion étaient expriméeslugrdscentes, les inoculations en
présence de 'ARNZpl14 ont révélé que seule la construction Rep3-EGHgktaure
I'apparition de lésions locales chlorotiques vertesrespondant au phénotype sauvage.
Cette construction fonctionnelle a donc été usisians I'étude de la localisation de la
protéine pl4. Nous avons infecté des protoplastesetlules BY-2 par les transcrits des
ARN1 et 2 ou ARN2Apl4 en présence des transcrits Rep3-EGFpl4. 24&deyres
infection, les observations des cellules fluoreteempar microscopie confocale nous ont
permis de mettre en évidence la double localisatieria protéine de fusion EGFpl4 :
cytoplasmique et nucléolaif@gure 111.3A) . La localisation nucléolaire est spécifique a la
protéine pl4 puisque la protéine EGFP se locakses ¢ cytoplasme et dans le noyau des
cellules infectées mais jamais dans le nuclébgure 111.3B) . Nous avons également
observé que la présence de la protéine pl4 sauvaffecte pas la localisation de la

protéine de fusioffigure 111.3) .

213



Chapitre Il

Figure 111.3 : Localisation cytoplasmique et nuclédaire de la protéine pl4.Des
protoplastes de cellules de BY-2 ont été infecgsdes transcrits viraux (ARN1+2) avec
des transcrits de Rep3-EGFpl4 (A) ou Rep3-EGFP L({&).observations au microscope
confocal ont été effectuées 24 h post inoculat{@). Visualisation de la localisation
nucléolaire et cytoplasmique de la protéine EGFgdds des protoplastes (B) La protéine
EGFP libre se localise dans le cytoplasme et dansyau.

Cette localisation nucléolaire a été confirmée lailisation de la protéine RFP (Red
Fluorescent Protein) exprimée par le biais du cépliviral dérivé de 'ARN5 du BNYVV
(pRep5) (Schmidliret al, 2005), en fusion ou pas avec la protéine pléfédtion de
protoplastes par les ARN1 et 2 o4 en présence de transcrits du Rep5-RFp14 montre
la méme localisation subcellulaire, a savoir urealisation cytoplasmique et nucléolaire
tout comme dans le cas de Rp3EGFffigure I11.4A) . L’expression conjointe I’ EGFpl14
(Rep3-EGFpl4) et de RFP (Rep5-RFP) dans des pastepl infectés permet de mieux
visualiser la localisation nucléolaire de pl4 geidistingue nettement du nucléoplasme
marqué par la RFFigure 111.4B superposition). La fluorescence jaune/orangée dans le
cytoplasme correspond a I'expression des deux ipestéfluorescentes qui colocalisent.
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Lorsque les deux protéines fluorescentes sont ringes a la protéine pl4, les
fluorescences sont colocalisées dans le cytoplastm#ans le nucléol¢figure 111.4C

superposition).

| . .
ARN1+2+Rep3- ARN1+2Ap14+Rep5

EGFp14 -RFp14

ARN1+2+Rep3-EGFp14
+Rep5-RFP

ARN1+2+Rep3-EGFpl14 P
+Rep5-RFp14

GFP RFP superposition

Figure 111.4 : Localisation subcellulaire des proténes de fusion EGFpl14 ou RFpl4 et
de la protéine RFP libre.Des protoplastes de BY-2 ont été infectés paARBI viraux
(ARN1+2 ou ARN1+2Apl4) en présence de différentes combinaisons desciits
permettant I'expression de la RFP libre (Rep5-RER}, protéines de fusion entre pl4 et
EGFP (Rep3-EGFpl4) ou entre pl4 et RFP (Rep5-RFpddjons que la RFpl4
complémente lI'absence de la protéine pl4 sauva@e €A gu’elle se localise dans le
cytoplasme et le nucléole tout comme la EGFpl4 .(Kb)(B) la localisation nucléaire et
nucléolaire entre, respectivement, la RFP libreleetEGFpl4, reste bien distincte
(superposition), alors que leur colocalisation pesffaite au niveau du cytoplasme (jaune
orangé, superposition). En (C) la colocalisationpesfaite quelque soit le compartiment
pour les deux protéines EGFpl14 et RFpl14.
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2. Immunomarguage en microscopie électronique

Afin de confirmer sans ambiguité la localisationciéolaire de la protéine pl4, nous
I'avons immunolocalisée a I'aide d’anticorps potythux dirigés contre la protéine pl4 et
avons visualisé sa présence en microscopie élegursur coupes de cellules @e
quinoa infectées par le virus sauvage. Comme témoin riggeatus avons utilisé des
plantes saines. Les billes dor colloidales coupléix anticorps secondaires sont
visualisées uniquement dans le nucléole de celinfestées. Un tel résultat confirme la

localisation nucléolaire de la protéine p14 dassckdlules infectée@igure 111.5) .

A g
ucléole

B ik

N
5 . N

AR g e e
. -anu "";“- ¥ _‘H'. ?7“ i, o8

"-_1

Plante infecté par le BNYVV plante saine

Figure 111.5 : Immunodétection de la protéine pl4 ¢ observation par microcopie
électronique de cellules deC. quinoa infectées par le BNYVV. La protéine pl4 est
localisée dans le nucléole des cellules infectéaslocalisation de la protéine pl4 est
visualisée grace aux billes d'or colloidal couplaes anticorps secondaires (le marquage
nucléolaire est pointé par des fleches jaunes)télmeoin sain, traité a l'identique ne
présente aucun marquage.

3. ldentification d’un signal de localisation nucléolare (NoLS)

La protéine pl14 fusionnée ou pas a une protéireehicente se localise dans le nucléole
des cellules infectées. Une telle localisation iqu# donc la reconnaissance d’un signal
d’adressage nucléolaire et éventuellement un sigieadport. Nous avons effectué des
mutations de délétion dans le gene codant pouroiipe pl4 pour localiser la séquence
responsable de cet adressage nucléolaire. Ces iongtabnt été réalisées dans la
construction Rep3-EGFpl4 en ciblant la partie NGterminale de la protéingigure

[1I.6A) et les transcrits issus des clones recombinarttgt@nutilisés pour infecter des
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protoplastes de cellules BY-2 en présence des ARNZI viraux. La localisation
subcellulaire des protéines fluorescentes a éegrmi@tée par microscopie confocale aprés
24 h dinfection. La protéine de fusion mutée EGHpY (délétée de sa partie N
terminale) se localise dans le cytoplasme, dansolau et dans le nucléolgigure
[11.6B1) ; par contre, la protéine mutée délétée de saep@rtterminale EGFpIMC se
localise dans le noyau et dans le cytoplasme maerdu sa localisation nucléolaire
(figure 111.6B2) .

RepEGF Doigt de zinc putatif

—>
RepEGFp14 )
RepEGFpl4AN { )
A RepEGFp14AC }

RepEGFp14ZmAC - —_—

68 CVK CCQKLK CKKQNKNHSK HVQNGYL RKVR 97
Région basique 1 Région basique 2

RepEGFp14 AN 1
RepEGFp14 A C 2
RepEGFp14ZnAC 3

Figure I11.6 : Localisation du signal de localisaton nucléolaire de la protéine p14(A)
Représentation des protéines pl4 sauvage ou mustenfiées dans leur partie N-
terminale a 'TEGFP. La protéine pl4 sauvage cohtienmotif a doigt a zinc renfermant
des acides aminé basiques. Les mutations de d&ésior la protéine pl4 ciblent ses
parties N (EGFpl4N) ou C (EGFp1AC) terminales ou cible les deux parties a la fois N
et C terminales (EGFpl4Af). (B) La localisation subcellulaire des protéingk4
délétées, fluorescentes, a été recherchée parsoopi@ confocale dans des protoplastes
de cellules de BY-2 infectés par des ARN1+2 du BN¥&vec des transcrits de Rep3
exprimant une des protéines de fusion mentionneés e
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Ces résultats indiquent qu’une séquence localiaée Ik partie C terminale de la protéine
pl4 est responsable de I'adressage nucléolaira pl@iéine. Nous avons ensuite précisé la
localisation a I'aide de plusieurs mutants et aidentifié une séquence d’acides aminés
située entre les résidus 68 et 97 qui assure Badge nucléolaire de la protéine pl4
(figure I1I.6A) . Ce signal de localisation nucléolaire (NoLS) goks deux régions
basiques et se situe dans la région formant let @omnc de la protéin@igure 111.7) . A

elle seule Rep3-EGFpl4-AQ (figure 1ll.6A) , cette séquence est capable d’adresser
'EGFP dans le nucléol@igure 111.6B3) .

8 54
MGMVDSLCVFVGRVITEGSESVEGVERFSIKFSEWKLFTIAVFVEYRELGEKECSLKDAGRLHF
68 7172 77 105 108 109

NVSCVKCCQKLKCKKQNKNHSKHVQNGYLRKVRNFSILGVCGDCCESFTLADEKPHVIVDPEV*

£ Signal de localisation %
nucléolaire

c68 (108

(Doigt de zinc)

Figure 11l.7 : Représentation schématique de la sagence en acides aminés de la
protéine pl4. La séquence responsable de la localisation nagtéolrouge) et les
cystéines présentes sur la protéine pl4 (bleu)iadiguées. Un schéma du motif doigt a
zinc de la protéine pl14 est également représente.

En paralléle a ce travalil, il a été montré au latmre que les remplacements des cystéines
responsables de la formation du doigt a zinc (CBAL, C105 et C108) par des alanines
inhibent la fonction de suppression du PTGS, adfetdtaccumulation de la protéine mutée
et sa localisation nucléolaire. A l'inverse, lestations de cystéines présentes a I'extérieur
du doigt a zinc n’affectent aucune de ces prosiété la protéine pl4. Ces résultats
suggerent que le doigt a zinc de la protéine piéssentiel au maintien de sa stabilité et a

son fonctionnement.
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i. Mutagenése de la séquence NoLS de la protéine pl14

Pour rechercher l'effet des acides aminés basigitegs dans le motif NoLS sur la
localisation de la protéine p14, nous avons rendplas lysines et les arginines du NoLS
par des alanines (doubles et triples mutations)neenmdiqué dans l&ableau IIl.1 et sur

la figure III.8A . Les genes mutés ont été ensuite clonés danadenjgle Rep3 en fusion

avec la protéine EGFP.

Tableau Il1l.1: Synthese des remplacements d’acideaminés basiques (K/R) par
alanine (A) effectués sur la séquence NoLS de lagiéine pl14.

Construction | Substitution des acides aminés

p14BAL KraA, K76A
P14BA2 KreA, K7oA
P14BA3 KaoA, KgoA
pl4BA4 RIA, KosA, Ro7A

ii. Role des acides aminés basiques de la séquence Noba8s I'adressage

nucléolaire de la protéine pl14

Pour rechercher l'incidence des remplacements teffec des protoplastes de cellules
BY-2 ont été infectés par des transcrits des ARNARNZ2 supplémentés des transcrits
Rep3-EGFpl4 mut§Jableau lll.1). La localisation des protéines de fusion p14 nutée

été conduite comme décrit précédemmdhigure I111.8B) . Les protéines mutées

EGFpl4BAl et EGFpl4BA4 présentent une localisatiariéo-cytoplasmique identique a
celle observée dans le cas de la EGFP libre. LizipEGFp14BA2 se localise comme la
protéine sauvage, c'est-a-dire dans le cytoplagnuares le nucléole. Enfin, la protéine
EGFpl4BA3 se localise dans les trois compartimesthilaires (cytoplasme, noyau et
nucléole). Ces localisations illustrent 'importaenges résidus K74, K76 et R94, K95, R97
dans I'import nucléolaire de la protéine. Notonalément que les résidus K82 et K86 sont
partiellement impliqués dans cet import. Par corigeaemplacement des résidus K78 et
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K79 n'affecte pas I'adressage nucléolaire. Nousnaventrepris de rechercher une

corrélation entre I'adressage nucléolaire et |éisiges de la protéine pl14.

A putative doigt-Zn

RepEGFp14 |

68 __emmmmmmmmTTTTTT RN 97

_C_\_/—K-_CSEQKLK CKKQNKNHSK HVQNGYL RKVR
ALA AA ANHSA AAVA
BA1 BA2 BA3 BA4

Figure I11.8 : Effet des mutations du NoLS de la potéine pl4 sur sa localisation
subcellulaire. (A) Représentation schématique de la protéine pll4,NoLS et des
remplacements d’acides aminés effectués. (B) Ohservau microscope confocal des
protoplastes de BY-2 (24 h post inoculation) indscpar des ARN1 et 2 du BNYVV
additionnés des transcrits Rep3 recombinants ptanefexpression des protéines de
fusion mutées : EGFpl4BAl, -BA2, -BA3, -BA4.

4. La protéine pl4 interagit avec elle méme

Les motifs doigt a zinc des protéines intervienrgaris des interactions protéine-protéine
et/ou protéine-acides nucléiques. Nous avons recbeune éventuelle dimérisation ou
multimérisation de la protéine pl4, confortée pas dbservations préliminaires réalisées
au laboratoire. En effet, 'immunodétection de latpine pl4 étiquetée avec un motif
histidine (p14His), purifiee a partir E. coli, en utilisant les anticorps dirigés contre la
protéine pl4 ou contre le motif 6xHis révele lagerice de deux bandes qui représentent
probablement une forme monomérique et une autreérijore de la protéine pl4His

(figure 111.9) . L'utilisation des anticorps contre le motif hditie sur des extraits de
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protoplastes sains ou infectés par le BNYVV ne leévaucune bande, par contre
I'utilisation des anti-p14 sur les mémes extraitpaamis de détecter deux bandes qui
pourraient présenter également les formes monooexigt dimériques de la protéine pl4
ainsi que d’autres bandes réveélées qui pourraeprésenter des complexes cellulaires et
viraux renfermant la protéine pl4 ou des formestimétriques de la protéine pl4 qui
restent stables malgré les conditions dénatura(figare 111.9). Une telle stabilité
d’interaction protéine-protéine pour des CRP a d&adécrite par P. Dunoyer (Dunotr
al., 2002). Ces observations nous ont encouragésex tascapacité de la protéine pl4 a
interagir avec elle-méme vivo. Pour cela, nous avons choisi I'approche de double
hybride de levure pour tester la dimérisation deratéine. Nous avons donc cloné la
séquence codant pour la protéine pl4 en fusion &etomaine d’activation de la
transcription de GAL4 dans le vecteur pGADT7. Lanméséquence a éeté également
clonée en fusion avec le domaine de fixation a MDe GAL4 dans le vecteur navette
pGBKT7.
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Figure 111.9 : Immunodétection de la protéine pl4 équetée avec un motif histidine,
purifiee a partir de bactéries recombinantes ou dea protéine pl4 extraite de
protoplastes (BY-2) infectés par le BNYVVa l'aide d’anticorps monoclonaux dirigés
contre le motif histidine (@His) ou polyclonaux ¢@nla protéine pl4 (@pl4). Les
protéines révélées correspondent vraisemblablensm monomeres, dimeres et
multimeres de la protéine p14.
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i. Analyse de la multimérisation de la protéine p14n vivo par systéme double
hybride

Nous avons appliqgué la méthode du double hybrideritdédans les deux premiers
chapitres pour rechercher si la protéine p14 igtead avec elle-méme, et pour analyser le
comportement de mutants. Pour cela, nous avonséutihe approche de mating entre la
souche HF7C transformée par le vecteur pGBKT7 widexprimant la protéine de fusion
BD-pl14 et la souche Y187 transformée par le vecgBADT7 exprimant ou non la
protéine de fusion AD-p14. Les levures diploideséia sélectionnées sur milieu dépourvu
des acides aminés tryptophane et leuliigeire 111.10A) et leur prototrophie a I'histidine
a été analysée. Seules les levures exprimant tagipes pl4 fusionnées a chacun des
domaines de GAL4 sont capables de croitre, révdlaristence d’interaction de la
protéine pl4 avec elle-mén(iggure I11.10A) . L’expression des protéines de fusion a été

confirmée dans les levures recombinaitiggire 111.10B) .
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Figure 111.10 : Interaction de la protéine pl4 avecelleméme dans un systeme de
double hybride de levures (A) Les levures diploides sont sélectionnées lear
croissance sur un milieu ne contenant pas le tpypatoe ni la leucine (-WL) et ensuite sur
un autre dépourvu en histidine (SD-WLH). Le factdertranscription GAL4 reconstitué
grace a l'interaction des protéines pl4 activerdadcription du géne rapportedis3 et
rend les levures prototrophes vis-a-vis de I'histd (B) Immunodétection des protéines
pl4 par des anti-pl4 a partir d’extrait de levurassformées par un des vecteurs utilisés
dans ce systeme. BC, représente la colorationlparde Coomassie des protéines totales
transférées sur membrane.
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ii. Effet de mutations de la protéine p14 sur sa capdéide dimérisation

La méme approche a été effectuée sur les mutaritS Ne la protéine p14. L'interaction
entre les protéines a été recherchée par la cnossde levures sur milieu dépourvu de
tryptophane, de leucine et d’histidine. figure 11l.11A présente les résultats du test ou
nous avons retrouvé l'oligomérisation de la pratépi4. La mutation BA2 est la seule
mutation qui n’influence pas la capacité de la @ra a multimériser avec elle-méme ou
avec la protéine pl4 sauvage dans les deux dinsctestées. Toutefois, la protéine mutée
pl4BAS3 interagit trés faiblement avec la protéidd pauvage et avec la protéine mutée
pl4BA2, mais elle est incapable de former un dinaéex elle-méme. Les autres protéines
mutées n’'interagissent ni entre elles ni avec tdaéme pl4 sauvage. L'immunodétection
des protéines pl4 dans les extraits totaux dedsvaipermis de révéler toutes les protéines
mutées a I'exception de la protéine délétée dédmence NoLS lorsqu’elle est exprimée
par le vecteur pGBKTTfigure 111.11B) . Par contre, cette protéine délétée est déteeatee p
western blot effectué sur des extraits de levurasstormées par le vecteur pGADT7-
pl4ANoOLS (figure III.11B). Mis a part la protéine BD-p2MMNOLS, les résultats des
analyses des westerns blots nous confirment uneeberpression et stabilité de ces
protéines recombinantes. Ces résultats, combinés w@@sultats de localisation
subcellulaire, nous permettent de corréler la Isatibn nucléolaire de la protéine pl14 a sa
capacité a interagir avec elle-méme. En effet,it@édsation ou la multimérisation de la
protéine pl14 semble étre requise pour I'import @olcire de la protéine. Cette localisation
semble également nécessaire pour la fonction deresgion de RNA silencing (voir plus
loin).

A coté des particularités de la protéine pl4 a @ginme un suppresseur du mécanisme de
RNA silencing et a se localiser dans le nucléolesda forme d’un dimere, nous avons
également mis en évidence une interaction spéeifanire cette protéine et une séquence
d’ARN non codante de 'ARN3 qui se comporte a somr tcomme un ARN génomique

viral particulier.
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Figure 111.11 : Effet des mutations du NoLS de la potéine pl4 sur ses capacités
d’interaction en systéme double hybride.(A) Les levures diploides sont sélectionnées
pour leur prototrophie vis-a-vis de I'histidine (M) induite par la formation du facteur
de transcription GAL4 par I'interaction entre lemud partenaires. (B) Analyse par western
blot de la présence des protéines pl4 sauvagesutdesn(@pl4), les protéines totales
transférées sur membrane sont ainsi colorées jpedade coomassie (BC).

[1l. Particularités de 'ARN3 du BNYVV

1. Particularités

L’ARN3 du BNYVV possede trois cadres de lecturee: flacteur de virulence et
d’avirulence, la protéine p25, est exprimé par lenper ORF alors que les deux autres
codent potentiellement pour les protéines p6,8 €N)p4,6 (S) qui n'ont jamais été
détectéesn vivo etin vitro (figure 111.12B) . L’expression de la protéine N par un vecteur
d’expression induit des nécroses, ce qui suggabsénce ou la faible expression de cette
protéine pendant l'infection virale (Jupet al, 1992). Par contre, la protéine S n’est
probablement pas exprimée puisque l'introductiamdiodon stop prématuré n’affecte pas
les symptémes ni l'infection systémique par le siflauberet al, 1998a). Si TARN3
n'est pas indispensable a la multiplication virdéms les protoplastes ou sur feuillestde
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quinoa (héte a lésions locales), il est indispensableiriektion systémique cheB.
macrocarpa(hdte a infection généralisée) et a I'établissanaenla rhizomanie dans les
infections naturelles dB. vulgaris[pour revue voir revue (Hleibieét al, 2007; Peltieet
al., 2008)].

2. La séquence coremin

Il a déja été montré que le mouvement du BNYVVraglee distance est indépendant de la
protéine p25 ou des deux autres protéines potiemtieht codées par 'ARN3. Cependant,
ce mouvement est dépendant de la séquence numéetide 'ARN3 viral, et plus
précisément de la séquence core (1003 a 1266) ¢ratibl, 1998a). Nous avons effectue
un test de complémentation fonctionnel entre lesxdg@enyvirusBNYVV et BSBMV
(Beet soil-borne mosaic virusEn effet, des transcrits des ARN1 et 2 du BNY&éc des
transcrits de 'ARN3 du BSBMV ont été co-inoculag sles plante®eta macrocarpa
Nous avons montré que le BNYVV permet la répliaatsd I'encapsidation de 'ARN3 du
BSBMV. L’ARN3 de BSBMV complémente a 70 % le mouvamh a longue distance du
BNYVV (figure 111.12A) (Ratti, Hleibiehet al, 2009, annexé dans cette these). En plus
des extrémités 5’ et 3’ structuralement comparadla®N3 du BSBMV et du BNYVV
partagent une séquence de 20 nts qui se retroungela@aéquence core (1003 a 1266) de
'ARN3 du BNYVV (figure I11.12B) . Nous avons désigné cette petite séquence coremin
(Ratti et al, 2009) dont la séquence ribonucléotidique nonditad est : 5'-
GUCCGAAGACGUUAAACUAC-3' et localisée en position 3@ a 1255 de 'ARN3 du
BNYVV et 1237 a 1256 de 'ARN3 du BSBMV. Notons,i,icque la séquence
nucléotidiqgue de 'ARN3 du BSBMYV et sa protéine pht plus proches de la séquence
de 'ARN5 du BNYVV et de sa protéine p26 que deRN3. La séquence coremin est
située également dans le "promoteur" putatif deRNSsub (1147-1479) du BNYVV
(Balmoriet al, 1993).
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Figure 111.12 : Complémentation du mouvement a longe distance du BNYVV par
'ARN3 du BSBMV sur B. macrocarpa (A) (Ratti et al., 2009). (B) Représentation
schématique de 'ARN3 du BNYVV en indiquant I'empéement de la séquence core
responsable du mouvement a longue distance querraefune séquence conservée de
20 nts appelée coremin. Seules les séquences dfucoreimin et des nucléotides proches
sont montrées. +1 correspond a I'extrémité 5’ ARN3 subgénomique

Cette séquence de 20 nts est également retrounédalaéquence 3'UTR de 'ARN-5 du
BNYVV en position 1149 a 1168 et en position 1304323 de I'ARN4 du BSBMV.
Curieusement, les ARN1, 2 et 3 @Qucumber mosaic viru€CMV) de groupe Il portent
€également cette séquence coremin (en positions- 30B¥6, 2730-2749, et 1885-1904,
respectivement), tout comme ceuxThmato aspermy virud AV), un autrecucumovirus
(en positions 3093-3112, 2754-2773, 1903-1922 ewsgment)figure 111.13A) .
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Figure 111.13 : Schéma représentant la présence da conservation de la séquence
coremin sur le génome de plusieurs virugA). (B) Représentation schématique de la
structure secondaire formée par la séquence cor@mibrun), proposée par Thompsn
al., (2008). Les trois nucléotides remplacés dans lelecsont indiqués en rouge.

Les études réalisées sur la séquence coremin éppekl chez le CMV) ont montré son
implication dans 'accumulation de 'ARN subgénomegnon codanappelé ARNS5. On
peut noter que I'extrémité 5’ de ce dernier esiégtdeux nts en amont de la séquence
coremin (de Wispelaere and Rao, 2009). De plusmfisonet al., ont proposé, par une
étude structurale et des analyses bioinformatigliieedstence d’'une structure secondaire
en tige boucle constituée des 12 premiers nuckéstake box1l (Thompsoet al, 2008)
(figure 111.13B) . De plus, cette étude a montré qu’'une mutatioecédht la structure de la
séquence coremin retarde l'infection du CMV $ur tabacumet peut influencer la
pathogénicité du CMV (Thompsaet al, 2008). Il faut souligner que les ARN viraux 1 et
2 du CMV portent deux autres motifs box1 qui petvampenser etrans'effet de cette
mutation.

Les ARN viraux sont des cibles des ribonucléasepimduisent des ARN tronqués non

codants pouvant affecter positivement ou pas ldecyral. Ce mécanisme de clivage
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implique des protéines cellulaires et des factedraux. Parmi les protéines virales
impliquées dans un tel mécanisme, on peut citprdeéine de capside dieishmaniavirus
(LRV), un virus a génome ARN double brin qui infede protozoaire Leishmania. Ce
virus produit,via une coupure site-spécifigue meédiée par la prot€iRedans la région 5’
non codante, un ARN tronqué de 320 nts (MacBethRatterson, 1995a, b). Le RCNMV
(Red clover necrotic mosaic vijuproduit également un ARN non codant de 0,4 KB
appelé SRf qui représente la majorité de la séqu8hETR de 'TARN1 subgénomique. Ce
petit ARN est le produit d’'un clivage meédié prokabént par une protéine cellulaire. Ce
mécanisme nécessite une séquence de 58 nts grieturtrois tiges boucles (lwakaet
al., 2008).

3. Importance de la séquence coremin chez le BNYVV

Dans le cas du BNYVV, I'ARN3sub n'est pas issu €'uréosynthese d'’ARN par la
réplicase virale. Les travaux récents effectuétabaratoire par Claire Peltier ont montré
gque son extrémité 5’ correspond a la position I&SPARNS, que cet ARN3sub n’est pas
coiffé et peut étre obtenu hors contexte viral. RM3sub est le résultat d'un clivage et
d'une dégradation de I'ARN3. La position 1232 estiée deux nts en amont de la
séquence coremin. Par une approche de mutagemiggedClaire Peltier a montré que la
séquence coremin stabilise TARN3subvivo et est essentielle au mouvement a longue
distance du BNYVV sumB. macrocarpa En effet, une substitution de 3 nts dans la
séquence coremiffigure 111.13B, en rouge) est suffisante pour inhiber I'accumulation du
produit de clivage et par conséquent l'infectiostégnique. Ces travaux ont également
révélé l'influence de la séquence coremin sur dauction de la protéine p25 [(Peltier,
2010), Thése de doctorat, UdS ; manuscrit en paéipat.

Toutes ces données associées aux résultats dérfexge de Co-IP de la protéine p25
avec ses partenaires viraux et cellulaires (chapl)r nous ont amenés a suspecter la
formation d’'un complexe entre la séquence corermifiARN3 et des protéines cellulaires
ou virales. Cette partie sera consacrée a la relthades protéines interagissant avec la
séquence coremin et la recherche du role de laotem dans I'infection virale.
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V. Recherche des partenaires de la séquence coremin

1. Approchein vivo par la technique triple hybride de levure

i. Recherche des partenaires viraux de la séquence eamin

Si 'ARN3 est totalement dégradé lorsqu'il est eRprde maniere ectopique, ce n'est pas le
cas en contexte viral. Nous avons donc émis ['fhgs® qu'une protéine virale reconnait
spécifiguement la séquence coremin pour la stabili¥ai ainsi recherché les protéines
virales interagissant avec la séquence coremintibsant un test d’interaction dit "triple
hybride" de levure. Ce test repose globalementlesutméme principe que le test double
hybride utilisé couramment dans les travaux deedbgise, mais fait appel a un ARN pour
joindre les deux moitiés du facteur de transcriptibans ce test, la protéine a tester est
exprimée en fusion avec le domaine d’activationlaléranscription, c’est a direia le
vecteur pGAD et 'ARN cible est produit sous forrdein ARN chimere produit sous
contréle d’un promoteur Pol Il a partir du plasmigllIMS2 (Jaegeet al, 2004)(voir
matériel et méthodesigure MM.4). Le domaine de fixation a 'ADN est apporté par |
protéine LexA qui est fusionnée a la protéine desicke du bactériophage MS2. Cette
construction LexA-CPMS2 est intégrée au génomeadeMure. La protéine CP de MS2
reconnait spécifiguement une séquence tige bowékepte sur 'ARN chimérique produit
a partir du vecteur pllIMS2.1 recombinant. Cet ARRbisséde en plus de la tige boucle
MS2, la séquence d’ARN dont on veut tester I'intécan avec la protéine fusionnée au
domaine d’activation AD. S'’il y a une reconnaissamtre la protéine et la séquence
ARN, un facteur de transcription chimérique recnétva induire I'expression de géne
rapporteur K1S) et permettre la croissance des levures sur ueursélectif. Pour réaliser
ce test, nous avons cloné séparément soit la ségueworemin de
20 nts, soit deux copies de cette séquence (coret®)nou encore la séquence
complémentaire inversée nommée nimeroc dans leewecplliIMS2.1. Apres la
vérification par séquencage, j'ai réalisé une aw®lgar northern blot sur des extraits de
levures transformées par le vecteur pllIMS2.1 \adepar une des trois constructions afin
de vérifier la présence des séquences clonéeslidation d’'une sonde qui cible une partie

du vecteur pllIMS2.1 a permis de visualiser desdeande tailles dépendantes de la
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séquence clongéigure 111.14A) . Dans ce systeme, les séquences coremin, corehon X
nimeroc exprimeées par le vecteur pllIMS2.1 sontisgies comme appéat, toutes les
protéines virales codées par le BNYVV sont utilsséemme proies et sont exprimées par
les vecteurs pACT2, pGADT7 ou pGAD424. J'ai efféctette expérience en utilisant une
approche de mating entre deux souches de levueesouche L40 coat de type sexuel
MATa qui code pour la protéine de capside du MS2 atrétésformée par les vecteur
pllIMS2.1 recombinants et la souche Y187 de typeiseMATa a été transformée par I'un
des vecteurs pACT (HBP, pl3, pl5 ou p42), pPGAD{2b, p26, p21 ou p75) ou
pGADT7 (pl4 ou p31l) recombinants. Aprés mating,léssires diploides renfermant les
vecteurs pllIIMS2 recombinants ont été sélectionn@es montré) puis repiquées en
quantités identiques sur un milieu sélectif dépaudihistidine (-ULH) et en absence ou en
présence du compétiteur de I'histidine 3AT a desceatrations variant de 3 mM a 15
mM. Apreés trois jours de culture, les croissanaed svaluées sur ces boites de sélection.
Dans ce test, j'ai utilisé comme contrle positdsdlevures exprimant la séquence
ribonucléotidigue MS2-WT interagissant avec la @im¢ d’histone humaine HBP
(hairpin-binding protein) décrit par Jaeger (Jaegel, 2004). Parmi les neuf protéines du
BNYVV testées, seule la protéine pl4 (le supprasdetsilencing) est capable d’'interagir
avec la séquence coremin et coremin(figure 111.14B) puisque les levures sont capable
de croitre sur milieu (-ULH). Cette interaction dstte puisqu’elle est retrouvée en
conditions tres stringentes jusqu'a 15 mM de 3Adn(montré). Cette interaction est
spécifique, puisqu’aucune croissance de levurest robservée en présence de vecteur
pllIMS2.1 vide, pllIMS2-WT ou pllIMS2nimeroc.
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Figure 1l1.14 : Recherche des protéines du BNYVV iteragissant avec la séquence
coremin. (A) Analyse par northern blot des ARN extraitsleleures transformées par le
vecteur pllIMS2.1 vide ou recombinant en utilisame sonde qui reconnait le vecteur
pllIM2.1. Nimeroc correspond a la séquence compidaie inversée de coremin. (B)
Recherche par une technique de triple hybride derde par mating entre deux souche
(L40 coat et Y187), des protéines virales capatbieseragir avec la séquence corentia.
séquence nimeroc, tout comme les vecteurs vides, lgiisés comme témoins négatifs
dans cette expérience. MS2-WT est la constructlmonucléotidique interagissant avec la
protéine HBP. Ces deux partenaires constituerénein positif (Jaegeet al, 2004). Les
levures sont cultivées sur un milieu dépourvu dthise et contenant différentes
concentrations de 3-amino-triazole. La croissamaduit l'interaction entre la protéine
testée et la séquence d'ARN hybride.
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Afin de confirmer ce résultat et estimer de manptes fine la force de l'interaction, jai
reproduit ce test de mating entre les levures Ldét @t Y187, transformées par les
constructions pllIMS2, et exprimant la protéine fision AD-pl4, en présence de
concentrations croissantes de 3AT allant de 10 mi&O@ mM. Les cultures ont été
réalisées en présence ou pas de 5-Bromo-4-chlordedyl-o-D-galactopyranoside
(X-a-gal), un substrat de l'alpha-galactosidabt=I 1), qui constitue également un gene
rapporteur dans la levure (Alat al, 1997). Le clivage du substrat libere un produwit g
donne une coloration bleue aux levures exprimast dartenaires interagissant. Les
résultats obtenus sont présentéslautigure 111.15. Le dépbt de quantités variables de
levures sur milieu sélectif permet de visualisee groissance en présence d’un inoculum
faible, jusqu’a 60 mM 3AT, qui reflete I'interacticspécifique entre la séquence coremin
et la protéine pl4. Cette interaction est enviroistfois moins forte que celle du contréle
positif. L'utilisation de Xe-gal dans le milieu permet d’évaluer qualitativemkntaux

d’expression d&EL1 en fonction de I'intensité de coloration des casrde levures.
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Figure 111.15 : Analyse par systéme de triple hybrde de levure de linteraction entre

la protéine pl4 et la séquence coremin du BNYVVLes levures diploides ont été
déposées (sans ou avec dilution 1/5 ou 1/10) slieumdépourvu en uracile, leucine et
histidine (-ULH), en présence ou en absence de-g&t avec des concentrations
croissantes de 3 amino-triazole (3AT) (0 a 200 m@®Y).observe la croissance des levures
jusqu'a une concentration trés stringente de 60enMAT ainsi qu’'une coloration bleue
en présence de X-gal. Les témoins négatifs et positifs sont les e®gue ceux utilisés
précédemment, ainsi le témoin positif permet lassance de levures jusqu’a 200mM de
3AT.

ii. Recherche des partenaires cellulaires de la séquencoremin

En paralléle a la recherche des partenaires videuba séquence coremin, j'ai réalisé un
criblage d’'une banque d’ADNc de betterave résistaitinfectée par le BNYVV pour
rechercher des protéines capables de lier la séquamemin. La banque d’ADNCc utilisée
a été réalisée dans le vecteur pJG4-5 et exprirage ld souche de levures EGY48 de
signe sexueMATa. J'ai donc transformé la souche L40 coatMi&Ta par la construction
pllIMS2.1-Coremin ; jai ensuite effectué un matiegtre les deux souches avant de
sélectionner des diploides sur milieu -UWH en pnésade 5 mM de 3AT.

234



Chapitre Il

Environ 6000 colonies on été obtenues et repigséeamilieu -UWH en présence de
75 mM ou 100 mM 3AT, concentration qui m'ont pernds sélectionner 171 et 145
colonies respectivement. J'ai poursuivi I'étude aves 145 colonies en réalisant une
extraction de I’ADN plasmidique de levure et lestage de plasmides par transformation
d’E. coli souche KC8. 84 clones ont été obtenus et leursmides séquencés. Ces
plasmides ont été réintroduits dans la souche YMATa) qui a été conjuguée avec la
levure L40 coat exprimant TARN MS2-Coremin. Nougoas observé une croissance de
levures sur le milieu (-(UWL) dans toutes les comaisaons, méme avec les vecteurs vides.
En revanche, nous n’avons observé aucune croissangeesence de 3AT a 3 mM. Un tel
résultat s’explique par 'incompatibilité de centes souches double hybride avec la souche
L40 coat. J'ai dU procéder a une nouvelle étudéimteraction en utilisant une nouvelle
souche de levure destinée au systéme triple hydad®muche YBZ-1, qui est plus sensible
gue la souche L40 coat car elle exprime constitntient la protéine LexA fusionnée a un
dimére de CP du phage MS2 liés par une séquenptaitilze (Bernsteiet al, 2002).

Une telle souche a été transformée par le vectdiivi§2-Coremin puis par les 84 clones
candidats a tester. Parmi ces candidats, seuldmoéniclones (dont deux identiques) ont
étée sélectionnés sur milieu puis testés pour lpacicité d’interaction. Pour cela, jai
transformé les levures YBZ-1 par les vecteurs p8MML vide, nimeroc et coremin ainsi
gue les plasmides contenant les génes candiddisttirave, et analysé la croissance en
présence de 3AT. Aprés quatre jours, la croissalese levures a été analysée et les
résultats sont présentés sufitmre 111.16 . J'ai pu ainsi constater que les candidats étaient
capables d’interagir avec la séquence coreminreemic et faiblement avec la séquence
d’ARN produite par le vecteur vide. Si une interactentre les candidats et les séquences
virales sens et antisens est encore visible a 2@AW aucune interaction n'est détectée
avec le vecteur vide (pllIMS2.1-@). L’analyse deséguence de ces deux candidats révele
une homologie avec des protéines de la famille TBGEP9, TCP19,...) qui représente une
famille de facteurs de transcription. A ce stadeysane pouvons pas conclure si ces
protéines représentent vraiment des partenairesladeséquence virale. Des tests
complémentaires doivent étre effectués en rechetdhiacidence de la protéine pl4 sur
cette interaction. Quoiqu’il en soit, il sera irggsant de refaire un criblage de banque en
transformant la souche YBZ-1 renfermant le plasnpddéMS2.1-coremin par I'ADN

plasmidique de la banque.
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Figure 111.16 : Recherche des protéines cellulaireinteragissant avec la séquence
coremin par un criblage de triple hybride d’'une bamue d’ADNc de betterave
résistante et infectéeApreés le criblage et le séquencage, nous avoesta# ce test afin
de confirmer l'interaction entre les trois cand&gdabtenus 127127 et 114, dont 127 et
127, sont les mémes. Ce test a été réalisé en co-tramft la souche de levure YBZ-1
par le vecteur pJG4-5 exprimant un de ces troislidats ou par le vecteur vide pb42
(pb42-@ ou pJG4-5-@) avec le vecteur pllIMS2.1 videexprimant la séquence coremin
YEAR>1998</YEAR><TITLE>The ubiquitin system</TITLEPAGES>425-
79</PAGES><AUTHOR_ADDRESS>Unit of Biochemistry, k#lg of Medicine,
Technion-Israel Institute of Technology, Haifa,aksk</Aentrations croissantes de 3AT.
L’interaction a été évaluée par la croissance derés aprés quatre jours.
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Compte tenu du comportement des levures diploid€sdoat-EGY48, jai préféré tester
I'interaction entre la séquence coremin et les gines virales dans deux souches
spécialisées, la souche YBZ-1 transformée par éeseurs pllIMS2.1 et une souche de
levure compatible en mating, la souche R40 coatigee sexueMATa et de génotype
identique a L40 coat, transformée par les vectexpsimant les protéines virales.

Cette analyse effectuée a l'aide de souches dédigesiple hybride a conforté notre
premiere analyse, car seule une interaction eatpedtéine pl4 et la séquence coremin est
observée(figure 1l1.17A) . La sensibilité du test permet également de décefe
interaction non spécifique entre la protéine pJARN viral antisens (nimeroc) et I'ARN
produit a partir du vecteur pllIMS2.1-@. Toutefadsicune interaction n’est observée avec
le vecteur pllIMS2-Wt. Si les levures exprimantdenoin positif utilisé précédemment ont
pu croitre dans ce test jusqu’a des teneurs en BAZ0 mM (non montré), les levures
exprimant les partenaires pl4 et coremin se sofitipliiées en présence de 3AT jusqu’a
10 mM(figure 111.17B) voire 15 mM 3AT dans le milieu (non montré).

En résumé, nous avons mis en évidence, en utilsamtapproches de triple hybride de
levure, la reconnaissance spécifique entre le sgppur de PTGS et la séquence coremin
portée par ’TARN3 du BNYVV.

Nous avons cherché si cette spécificité d’intecactentre la séquence coremin et la
protéine pl4 est également retrouirégitro.
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Figure 111.17 : Analyse de l'interaction entre la $quence coremin et les protéines
virales en systeme de triple hybride utilisant uneapproche de mating entre les
souches de levures YBZ-1 et R40 coafA) Aprés mating, la croissance de levures
(diluées 1/10) sur un milieu sans uracile et saugihe (-UL) indique la présence des
diploides. L'évaluation de l'interaction entre sux partenaires est recherchée apreés trois
jours par la croissance des levures (diluées Hifimant la protéine et la séquence ARN
sur un milieu qui ne contient pas d’uracile, declea ni d’histidine (-ULH) en présence de
3AT (3 mM). Nous observons une forte croissanceled@res exprimant la séquence
coremin avec la protéine pl4. La faible croissades levures exprimant la séquence
nimeroc avec la protéine pl4 a été également obseoomme les levures exprimant le
vecteur vide avec la protéine pl4. (B) Représemtmdissance des levures (diluées 1/10)
exprimant la protéine pl4 avec un des vecteursmbo@mnts (pllIMS2.1) sur milieu
(-ULH) en présence de 3AT de 1 a 20 mM.
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2. Etude de l'interaction entre la séquence coremin da protéine pl4in

vitro

Les limites de l'étude de linteraction protéine WRpar triple hybride sont liées a
I'utilisation de I'ARN polymérase Ill pour produirke linker. En effet, la succession de
quatre adénines sur le brin matrice d’ADN conduitidcorporation de 4 uridines qui
constitue un signal d’'arrét de la transcription.uslay’'avons donc pas pu étudier des
séquences d’ARN plus longues. C’est pourquoi, poamfirmer linteraction entre la
protéine pl4 et la séquence d’ARN coremin, jalisdtides approches biochimiques et
purifié la protéine pl4 a partir de bactéries reloimantes. Des bactéries de souche BL21
ont été électrotransformées par un plasmide pEtenant la séquence de la protéine pl4
fusionnée a une séquence codant pour un motift@liniss (6His) en C terminal. Aprés
culture, induction et extraction des protéines édehnes, nous avons purifié notre
protéine d'intérét sur une colonne Ni-NTA, gradétiquette 6His.

En utilisant cette protéine purifiée, jai effectdés expériences de gel retard, UV cross-

linking, northwestern (non montré) et filtratiorr fellulose (non montré).

I. Approche par gel retard

Cette technique consiste a incuber 'ARN radiomésgavec la protéine d’intérét native
purifiée ou présente dans un extrait protéique.daraplexes potentiellement formés par
des partenaires d’interaction sont séparés de I'’®ARNIlié par migration électrophorétique
sur un gel de polyacrylamide ou d’agarose non dé¢aat.

Nous avons utilisé tout d’abord une séquence abgoucléotidiqgue radiomarquée
correspondant a la séquence coremin. Dans centast, avons utilisé le sérum albumine
bovine (BSA) et des quantités croissantes de Ie&ém® purifiée pl4His (0,5; 1 et 3 pg).
Les milieux réactionnels contenant les complexdsriels ont été déposés sur un gel de
polyacrylamide 10 % non dénaturant. Cette appraote permis de confirmer que la
protéine pl4 interagissait avec I'ARM vitro, comme le montre la formation des
complexes observés en présence de la protéineyifiée figure 111.18). Ces complexes
visualisés par le retard de migration de la ségu@&ocemin ne sont pas présents dans la
piste contenant de la BSA ou la sonde seule (@).absence d’'un témoin constitué d’'un
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extrait bactérien incubé avec la sonde, nous neqgmsupas écarter la possibilité de la
présence d’'une reconnaissance de coremin par oi&En® bactérienne contaminante qui
formerait également un complexe avec I'ARN et paitirainsi expliquer la présence de
deux complexes dans les pistes contentant desitfisarrbissantes de p14.

pl4His

Q
BSA

[=2]
=3
o 9 9
o - ™
, Complex 2
Complex 1

Sonde coremin seule

Figure 111.18 : Analyse de linteraction entre la protéine pl4His et la séquence
coremin, par la technique du "gel retard", sur gelde polyacrylamide natif 10 %. La
sonde de coremin est incubée seule (@), en présBncg5 ug de BSA ou avec des
guantités croissantes de protéine purifiée p14Bik (L et 3 pg).

J'ai reproduit cette expérience de gel retard sud@ggarose non dénaturant en incluant un
contrdle bactérien qui a subi les mémes étapesidficption que la protéine pl4His. Trois
sondes ribonucléotidiques d’environ 400 nts ontpitEuites par transcritioim vitro de
fragments de 'ARN3 (1141 & 1480) sens ou antigem®ntenant la séquence coremin ou
la séquence nimeroc. La sonde 1 correspond a laeség de I'ARN3 renfermant la
séquence coremin. La sonde 2 est la séquence eevensplémentaire de la sonde 1 et
contient la séquence nimeroc. Enfin, la sonde 8spond a 'ARN antisens contenant la

séguence coremin. Les résultats obtenus sont pédssur Idigure 111.19 .
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Figure 111.19 : Analyse de l'interaction entre la protéine p14 et I'ARN par la méthode

de "gel retard". Les sondes ribonucléotidiques utilisées sont gfisBes par transcription

in vitro en présence de-UTP** & partir de clones ADNc (pBluescribe). Ces sondes
correspondent a : I'ARN sens renfermant coremim@®ol) ; I'ARN antisens renfermant
sa séquence nimeroc (Sonde 2) ; I'ARN antisensrardnt la séquence coremin (Sonde
3). La fleche verte (1) correspond a la sonde sége fleches (2) et (3) correspondent a
I'interaction entre la sonde et une protéine baé@e. La fleche n°4 correspond a
I'intéraction entre la protéine p14His et la sonde.

Ces trois sondes ont été incubées seules, avemtéine pl4His purifiée ou avec un
extrait de protéines isolées sur résine Ni-NTA. bafeux réactionnels ont été ensuite
chargés sur un gel d’'agarose 1,5 % en conditiondéoaturantes.

L’incubation des sondes avec I'extrait bactériemdi induit un retard de migration de
ces sondefigure 111.19, fleches 2)par rapport a la sonde se(fiéches 1)

En présence d’extrait de protéine pl4His, un preneiard de migration identique a celui
obtenu avec I'extrait témoin est visuali&ches 3)mais on observe un second retard de
migration (fleches 4)lié a la présence de la protéine pl4. Ce compiexgiquant la
protéine pl4 semble plus intense lorsqu’une soedéermant la séquence coremin est

utilisée. Dans le cas de la séquence d’ARN3 (sdnden remarquera la présence d'un
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complexe dans la poche du gel. L'utilisation d’'usende de I'ARN3 antisens (ARN
antisens + nimeroclavorise la formation d'un complexe entre 'ARN les protéines

bactériennes, qui devient majoritaiffieche 3) vis-a-vis de celui formé avec la pl4His
(fleche 4) L'utilisation de la séquence d'ARN3 complémertamais qui renferme la
séquence coremin (ARN antisens + coremiejtaure partiellement I'accumulation du

complexe attribué a la protéine pl14His.

ii. Approche par Cross-linking

Afin d’éviter le probleme de la dissociation desnpbexes lors des expériences de gel
retard (augmentation de la température lors de Igration, contraintes liees a
I'électrophorése), nous avons réalisé la fixatiomatente de la sonde sur les protéines en
interaction grace a un pontage aux rayons ultratso(UV). En effet, ces derniers
induisent des pontages covalents entre les partsn§protéine/protéine, protéine/acide
nucléique). La BSA et la protéine pl4His ont ét@ulrees avec des oligoribonucléotides
marqués (coremin ou nimeroc) dans les conditiorgicapees pour le gel retard. Les
milieux réactionnels ont été irradiés aux UV, epaés sur un gel de polyacrylamide
dénaturant de 16 %. Les protéines ont été trarefégér une membrane de nitrocellulose
et la radioactivité révélée par autoradiographiefirk: la membrane a été analysée par
western blot en utilisant des anticorps dirigéstieta protéine pl4. Les résultats obtenus
sont présentés surfigure 111.20 .

Aucune liaison covalente entre la BSA et les sondest observable. A linverse,
l'utilisation d'un extrait protéique bactérien rievéa présence de protéines capables de
fixer TARN (coremin ou nimeroc). Ces protéines tségalement présentes dans I'extrait
contenant la protéine pl4His purifiée. Dans lesadtst contenant la protéine pl4His, une

bande supplémentaire est visualisée et correspbadiae protéine de 30 kDa.
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Figure 111.20 : Analyse de linteraction entre la protéine pl4His et les séquences
oligoribonucléotidiques coremin et nimeroc, par lanéthode de "cross-linking". Nous
avons utilisé la protéine BSA, un extrait bacténpemifié et une protéine pl4His produite
et purifiee a partir des bactéries recombinantes. pkésence des complexes a été
recherchée par autoradiographie de la membraneedbterche de la protéine pl4His est
effectuée par western blot, en utilisant des amiEenonoclonaux dirigés contre le motif
6His. La bande d’environ 72 KDa (par autoradiographeprésente le marquage d'une
protéine bactérienne fixant la sonde. La bandeG&[Ba correspond a un dimére de la
protéine pl4His qui fixe la sonde.

N.B: La différence d'intensité des signaux (autmguhphie) est due a la différence
d'activité spécifique des sondes.

La révélation de la présence de la protéine pl4Hlaide d’anticorps dirigés contre
I'étiquette 6his a permis de révéler la présenceladg@rotéine pl4 sous forme d'un
monomere et d’un dimére. Nous avons pu constattajbande radiomarquée correspond
a une interaction entre la sonde et un dimére d&ipe p14. Nous avons donc conclu que
l'interaction entre la protéine pl4 et 'ARN néadésda formation de diméres. Un tel
résultat a pu étre reproduit par des expériencesodiwestern blot, mais avec un tres
faible marquage des diméres (non montré). Si tactéeon entre la protéine pl4 et la
séquence coremin est spécifique en systéme tngilade de levure, une telle spécificité
d'interaction semble perdue lorsque la protéinguétée et exprimée en systéeme
procaryotique est testée. Cette perte de spééifiurrait s'expliquer par I'absence de
modifications post traductionnelles, la présencel’équette 6his ou I'absence d’un

facteur cellulaire présent dans les plantes et ldalesure.
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En conclusion, ces expériences effectugewitro ont confirmé l'interaction entre la
protéine pl4 et I'ARN, et précisé la nature deecaiteraction qui requiert un dimere de

protéine.

3. Effet de mutations du NoLS de la pl4 sur l'interadbn avec la

séquence coremin

Nous avons montrén vivo que la protéine pl4 interagit avec elle-méme et @s
mutations touchant la séquence responsable dedtinmucléolaire (NoLS) affectent a la
fois la localisation de la protéine et sa capagit@ultimériser. J'ai donc testé I'effet des
modifications de la séquence NoLS sur l'interactimec la séquence coremin en utilisant
I'approche de triple hybride de levure. Pour cga,transformé la souche YBZ-1 par les
constructions de pllIMS2.1 (-g, -coremin, -nimemc-coreminx2) et la souche R40 coat
par les clones recombinants pGADT7 exprimant lagime pl4 ou ses formes mutées en
fusion avec le domaine d’activation de la trangwip (-J, -p14, -p1ANOLS, -p14BA1,
-p1l4BA2, -p14BA3 ou -pl4BA4). Apres mating entres aeux souches, les interactions
entre les partenaires ont été visualisées paplasance de levures sur le milieu (-ULH) en
présence de 1, 3 ou 5 mM 3AT. Les résultats obtenuas présentés sur figure 111.21 .

Ce test nous a permis de retrouver l'interactiotreea protéine pl4 et la séquence
coremin en présence de 3 mM de 3AT. Par contree ggkraction est absente dans le cas
de la séquence nimeroc quand la concentration én&teint 3mM. Parmi les mutants
testés, seul pl4BA2 est capable de reconnaitrefigpément la séquence coremin.
Cependant, cette interaction est plus faible qlle observée pour la protéine pl14 sauvage
puisque a 5 mM en 3AT, elle disparait et seulesldeares exprimant la protéine pl4
sauvage et la séquence coremin sont capablesndeltgglier sur milieu (-ULH). Parmi les
mutants testés, seule la protéine pl4BA2 interagic elle-méme et avec la protéine
sauvagdfigure 111.11A). Un tel résultat conforte donc notre hypothéserséquelle la
protéine pl4 nécessite de dimériser pour interagc I’ARN. Notons ici qu’en présence
de 1 mM 3AT, une faible interaction est observéieeele mutant p14BA3 et la séquence
coremin mais pas avec la séquence nimeroc. Ce mirnaapable d’interagir avec
lui-méme montrait une faible interaction avec latpme pl4 sauvage ou avec pl4BA2
(figure 111.11A) . Ces résultats suggerent également qu’il pouerdagter un lien entre la

localisation nucléolaire de la protéine pl4 ett€naction avec I'ARN. En effet, seuls les
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mutants capables d’interagir avec coremin se Iseati dans le nucléole, fortement pour
BA2 et faiblement pour BAZigure 111.8) .
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Figure I11.21 : Effet des mutations de NoLS de la potéine pl4 sur son interaction
avec la séquence coremim vivo. Un test de triple hybride par une approche dengai
été utilisé entre la souche YBZ-1 transformée parcbnstructions pllIMS2.1 et la souche
R40 coat transformée par les constructions pGADEXprfmant la protéine pl4 ou ses
formes mutées). Les levures sont déposées en tagidentiques sur milieu -ULH en
présence de 3AT a 1, 3 et 5 mM. Apres quatre jdarsroissance des levures représente
I'interaction entre les deux partenaires. La pr@émutée pl4BA2 interagit avec la
séquence coremin jusqu’a 3 mM de 3AT alors quertdéme pl4 sauvage interagit
jusqu'a 15 voire 20 mM de 3AT. Une faible interactiest observée entre la protéine
mutée p14BA3 et la séquence coremin. A l'inversdadprotéine p14 sauvage ou mutée
pl4BA2, la protéine mutée p1l4BA3 ne reconnait pasélquence nimeroc ou le vecteur
vide.
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V. Est-ce que l'interaction pl4-coremin est impliquéalans I'infection

systémique ?

La conservation de la séquence coremin et sa patiiee nous a conduits a penser qu’elle
pourrait étre reconnue par le mécanisme de silgneirétre la cible d’'un clivage par un
mMiRNA ou un siRNA cellulaire. Au laboratoire, letuides effectuées par Claire Peltier ont
montré que les plantes n’expriment ni spontanénmérgn condition de stress, des petits
ARN pouvant cibler la séquence coremin sur I'ARNn@®ique, sa séquence
complémentaire sur '’ARN antigénomique voire deguséices correspondant a un
tasiRNA (trans-acting short interfering RNA).

La séquence coremin est indispensable pour le nmoenea longue distance et pour la
stabilisation de ’'ARN3sub, le produit de clivagede dégradation de '’'ARN3. Nous avons
donc émis I'hypothese que l'interaction de cettgug@ce avec la protéine pl4 pourrait étre
impliquée dans le clivage de ’'ARN3 génomique, danstabilisation de '’'ARN3 et/ou son
produit de clivage et/ou dans le mouvement a lordjgtance. Claire Peltier a montré
gu’en I'absence de protéine p14, le clivage a tangdieu, tout comme 'accumulation de
’ARN3sub. Ainsi, la protéine p14 n’est pas implégdans la production de ’TARN3sub,
ni dans sa stabilisation. Je me suis donc intéreseéifier la derniere de nos hypothéses et
j'ai recherché le role de l'interaction dans l'infen systémique. Pour cela, j'ai infecté des
plantesB. macrocarpaet N. benthamianagpar des constructions virales exprimant les
formes mutées de la protéine pl4 et recherché&t'eéi ces mutations sur le mouvement a
longue distance.

Avant d’entreprendre cette étude, j'ai testé I'oif@té de mes constructions sur I'hote a
|ésions locale€. quinoa

1. Effet des protéines p14 mutées sur l'infection virie locale
I.  Symptomes locaux surC. quinoa
Les transcrits de 'ARNL1 et ceux des ARN2 sauvagenotés dans la séquence codant de

la protéine pl4 ont été co-inoculés sur feuillesCdequinoa Les symptomes observés

aprés six jours sont présentés surfigure II1.22A . Nous pouvons constater qu’en
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l'absence de la protéine pl4, le virus muté (ARNIPFRA provoque des lésions
nécrotiques a la place des lésions chlorotiques observées dans linfection par le virus
sauvage (ARN1+2), ce phénotype de nécrose est également obtenu avec le virus portant la
protéine pl4 mutée (ARN1+2BA4). Le phénotype des symptdmes des 3 autres mutants
évolue entre ceux comparables au type sauvage pour les mutants p14BAl et -BA2 et ceux
de forme annulaire avec début de nécrose centrale pour le mutant p14BA3. Ces résultats
indiquent ainsi que ces constructions sont capables d'induire une infection locale sur
feuilles deC. quinoa. L'immunodétection des protéines virales p14 et CP montre qu’'en
'absence de protéine pl4 (@M ou 2BA4) la protéine de capside n'est pas détect
(figure 111.22B) .

ARNI1+2 ARNI1+2AP14  ARN1+2BA1 ARNI1+2BA2 ARNI1+2BA3 ARNI1+2BA4

. |ARN1+24P14
|4 [ARN1+2BA1

‘.
I}

Plante saine

B @ [Arnre2

ARN1+2BA2
ARN1+2BA3
~ |ARN1+2BA4

@cp h

@pl4

P14

Figure 111.22 : Comparaison des effets des protéines p14 mutées sur I'infection locale

de feuilles deC. quinoa. (A) Symptémes obtenus six jours apres l'inoculation par des
ARN1 et ARN2 sauvage ou mutés, avec un agrandissement d’'une région détaillant les
lésions locales. (B) Analyse par western blot sur des Iésions découpées de ces feuilles, en
utilisant des anticorps dirigés contre la protéine p14 et contre la protéine CP.
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Si 'ensemble des mutants est capable d’'induirelésens locales sur feuilles, I'analyse
des ARN viraux par northern blot révele que la @r@ pl4 est nécessaire a
'accumulation des ARN viraux. En effet, en I'abserde protéine pl4 p14 et 2BA4
figure 111.21B) les ARN viraux ne s’accumulent pas ou tres faitdat igure 111.23A).
Les constructions exprimant des protéines p14BABAPR sont capables de se multiplier
mais avec une efficacité moindre comparée au ARNasges. En revanche, la mutation de
la protéine pl4BA3 ne semble affecter en rien ldtiplication virale sur feuille de
C. quinoa(figure 111.23A). Il faut préciser ici que des expériences de démpntation
des constructions affectées dans le géne p14 pdratescrits de Rep3p14 ou des transcrits
de Rep5 exprimant un autre suppresseur de RNAcsiigiiGuilleyet al, 2009) comme la
protéine pl3 du BdMV Rurdock mottle virusmembre proposé du genBenyviru$
restaurent 'accumulation des ARN viraux et derfatgine de capside (non montre).

J'ai recherché la fonction de suppresseur de RNEn@ng des mutants de pl4 en me
basant sur les méthodes utilisées par Guékesl., (2009) et Kozlowska-Makulsket al.,
(2010) pour identifier les protéines suppresseuRHA silencing. Les résultats obtenus
indiquent que la protéine mutée p14BA4 perd satfonae suppression de silencing alors
que les mutants p1l4BA1l et p1l4BA2 sont partiellensdfectés dans cette fonction. Par
contre, la protéine p14BA3 semble toujours capdtdgécuter pleinement sa fonction de
suppresseur de RNA silencing (non montré).

Avant d’analyser I'effet des mutations p14 surfiiction systémique, j'ai vérifié que les
ARN viraux étaient toujours capables d’étre enadgssi Pour cela, j'ai procédé a un test de
protection des ARN viraux encapsidés vis-a-vis'detibn des nucléases. En paralléle a
I'extraction en tampon Polysomes, j'ai réalisé ergraction des ARN totaux de Iésions en
tampon Tris-MgCl, suivie d’une incubation de 30 min a 37°C, perardtia dégradation
des ARN non protégés par la protéine de capsiden@t al, 1990; Gilmeret al, 1992).
Les résultats obtenus présentés stiiglare 111.23C sont comparables a ceux dditure
[11.23A et indiquent que tous les mutants de la protéibé @ui permettent toujours

I'expression de la protéine de capside (CP) soca@sidés.
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Figure 111.23 . Analyse par northern blot de 'accumulation des ARNviraux portant

ou non des mutations dans la séquence de la protéipl4 et un test de I'encapsidation
des ARN.Les ARN totaux extraits des lésions a I'aide dugampolysome (A) et a 'aide
d’un tampon Tris-MgClI2, suivis d’'une incubation 8@ min a 37°C (C), sont analysés par
northern blot. Les sondes utilisées ciblent les ARIN2. L’extraction au tampon polysome
reflete I'ensemble des ARN viraux alors qu’'une aation au tampon Tris-Mgglne
permet de récupérer que les ARN encapsidés etg@®otée I'action des nucléases.
Visualisation sous UV des ARN totaux pour estingsr duantités de charge déposées dans
chaque piste (B et D).
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ii. Symptdmes locaux suC. quinoa en présence de la séquence coremin

L’ARN3 est essentiel au mouvement a longue distaoceB. macrocarpa (Laubet al,
1997). Avant de tester I'effet de nos mutants 8aofelction systémique en présence de la
séquence coremin, nous avons recherché son effétrdection locale. Pour cela, nous
avons répété les expériences précédentes en peédern@RN3 sauvage ou de 'ARN3
muté contenant la séquence nimeroc a la place siégiaence coremin. Les résultats sont
présentés sur léigure 111.24. Comme mentionné précédemment, la co-inoculaties d
ARN1+2Ap14 avec des transcrits de Rep3-pl4 complémeriiselire de la protéine pl4
sur C. quinoaet restaure I'apparition de Iésions chlorotiquedes distinctes des Iésions
nécrotiques obtenues en I'absence de protéindfiglde 111.24) . En présence de 'ARN3
sauvage ou portant la séquence nimeroc, les ARNlirduisent I'apparition des Iésions
chlorotigues jaunes en raison de I'expression derdaéine p25 codée par 'ARN3. De
facon surprenante, en présence de I'ARN3 sauvage,ARN1+2Apl4 ne sont plus
capables d’induire des lésions nécrotiques maisl@gens chlorotiques jaundfgure
[11.24) . Si '’ARN3 renfermant la séquence nimeroc estisdtlen présence des
ARN1+2Ap14, les Iésions restent nécrotiques. La seul@réifice entre les deux ARN 3
est la séquence de 20 nucléotides. Ces observatiahsent un role de la protéine p25
seule dans la complémentation de phénotype chipm®tet suggerent un réle direct ou
indirect de la séquence coremin dans la suppreskda nécrose. Un effet identique est
observé dans le cas du mutant p14BA4. Dans leeasdtants p14BAl, -BA2 et -BA3 la
présence de '’ARN3 contenant la séquence coreminimearoc ne semble pas avoir un

effet sur les symptdémes obseryigure 111.24) .
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RNA1+2Ap14 RNA1+2Apl14+Rep3-pl4

RNA1+2+3

4

i

RNA1+2BA1+3 ' RNA1+2BA2+3 RNA1+2BA2+3nimeroc

Plante saine

Figure 111.24 : Effet de la séquence coremin ou nimroc sur la modulation des
symptdbmes induits par des ARN viraux portant les mtants de pl4.Symptomes
obtenus six jours aprés coinucolation sur les lEsuidleC. quinoapar des ARN1 et ARN2
sauvage ou mutés en présence de ’ARN3 sauvagertanpla séquence nimeroc.

L’'analyse de I'accumulation des ARN viraux par hern blot a confirmé, d’'une part,
'analyse effectuée par Claire Peltier, en exclubntréle de la protéine pl4 dans
I'apparition de 'ARN3sub en présence de la ségeermremin intactéfigure 111.25A,
piste 9) D’autre part, cette analyse révele que la préselecl’ARN3 sauvage avec les
ARN1+2Ap14 complémente la capacité du virus muté ARMIpd2l a se multiplier. Cette
complémentation est partielle en présence de I'ARNGté (piste 10) puisque les
symptémes restent nécrotiquéigire 111.24 ). Une telle complémentation est clairement
retrouvée en présence de 'ARN3 sauvage mais pa&B&I3 muté (3nimeroc) dans le
cas du mutant BAZfigure III.25A, piste 5 et 7). Malheureusement, je n'ai pas effectué
ces analyses pour les virus mutés (ARN1+2BA1 et ARMNBA4). Le test d’encapsidation
effectué en paralléle sur des lésions de mémeseglaonfirme la complémentation par

'ARN3 (figure 111.25C) et nous renseigne sur un défaut d’encapsidation des
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ARN1+2Ap14 en présence d’ARN3. Si la protéine CP est sfisie en présence
d’ARN3, son niveau d’expression est insuffisant rpgarantir 'encapsidation des ARN
viraux (non montré). Dans le cas des autres mythimsnunodétection de la protéine de
capside montre que cette derniere est détectéed#mnextraits des plantes infectées par
ces virus mutés ou sauvagigure 111.26). Nous n’avons pas observé de variations
notables d’accumulation de la protéine CP en paEsanu en absence des séquences

coremin et nimeroc (a I'exception de mutant BA1).
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Figure 111.25 : Effet de la séquence coremin sur Bccumulation et I'encapsidation des
ARN viraux en présence de 'ARN2 muté.(A) Analyse par northern blot des ARN
totaux extraits des lésions a I'aide du tampon gmiye. (C) Les ARN totaux des lésions
des mémes feuilles inoculées, extraits par un tanips-MgCh suivis d’'une incubation
de 30 min a 37°C, sont également analysés pareararthiot. Les sondes utilisées ciblent
les ARN1, 2 et 3. (B et D) ARN totaux visualiséusdJV pour estimer les quantités de

charge.
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Le réle de 'ARNS3 et de la séquence coremin daasclimulation des ARN viraux est
également illustré par le mutant p14BA2. En l'aliged’ARN3, ce mutant s’accumule
faiblement dans les lésions local@gure 111.23A) . L'accumulation des ARN viraux
devient comparable au témoin sauvage lorsque I'ARSBtZjoute, mais pas ’ARN3 muté
(comparer les pistes 3, 5 etfigure I11.25A). Il faut rappeler que la protéine p1l4BA2
reste capable d’interagir avec la séquence corahise localise dans le nucléole. De
nouvelles analyses d’accumulation des ARN virauxde$s protéines virales pour les
mutants des ARN2-BAL1 et -4 en présence de 'ARNB/age et muté nous permettront
peut-étre de préciser le rble de la séquence caoretfou de I'expression de p25 dans ce

mécanisme de complémentation.
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Figure 111.26 : Analyse par western blot de la présnce de la protéine CP lors d’'une
infection par des ARN viraux sauvage ou mutédmmunodétection de la protéine CP et
de la protéine RT par des anticorps dirigés colar€P (@CP) a partir des extraits
protéiques des lésions @e quinoainfectées par des ARN1 et ARN2 sauvage ou mutés, e
absence ou en présence de ’'ARN3 sauvage ou muté.
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Dans la méme optique et afin de confirmer le roéela séquence coremin dans le
contournement des lésions nécrotiques apparudalesence de la protéine pl4, jai
réalisé une expérience de complémentation cbezjuinoaavec la séquence coremin
apportée par le Rep5. Les combinaisons inoculéeg ks suivantes: ARN1+2,
ARN1+2+3, ARN1+2pl4, ARN1+2pl1l4+3, ARN1+2Apl4+3nimeroc ou
ARN1+2Ap14+3nimeroc supplémentés de transcrits de Redbnaieffet, le Rep5 est un
vecteur dérivé de 'ARNS5 du BNYVV dans lequel lagglke codante pour la protéine p26 a
été éliminée. Ce réplicon contient la séquencenciorelans la partie 3’ UTR de 'ARN
viral. Les symptémes observés aprés 6 jours sentés sur léigure 111.27 . Nous avons
observé les mémes résultats que précédemment, ar davdisparition des lésions
nécrotiques en présence d’ARN3 mais pas en prées#ddeN3 muté (3nimeroc). En
présence de Rep5-@, une disparition partielle ds®ris nécrotiques est observée. La
présence des quelques lésions nécrotiques sureigkesd infectées peut étre due a
I'absence de 'ARN Rep5 dans les Iésions. Ce rasiilustre le réle de la séquence
coremin dans la complémentation phénotypique, gansoir €carter un role de la protéine

p25, mais qui pourrait opérela une action de la séquence coremin.
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ARN1+2 ARN1+2+34

ARNI+2 Pl ARN1+2/P1443

ARN1+2/\Pld4Shimeroc ARNI+2/\P14+3nimeroc+Repb

a

Figure 111.27 : Effet de la séquence coremin ou niraroc sur les symptémes induits par
des ARN viraux en présence de 'ARN&p14. Symptdmes obtenus sur feuilles @e
qguinoa six jours aprés coinoculation par des ARN1 et ARd#lvage ou mutés en
présence de '’ARN3 sauvage ou portant la séqueimeroc. Des transcrit de Rep5
(contenant la séquence coremin) ont été co-inoculigmlement avec des
ARN1+ARN2Apl14+ARN3nimeroc, dans le but d’'une complémentagartrans par la
séquence coremin.
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2. Effet des protéines p14 mutées sur I'infection sysmique

I. Expériences cheB. macrocarpa

Le BNYVV infecte de maniére systémigBe macrocarpas’il possede '’ARN3 (Laubeet

al., 1998a) et en particulier la séquence coremintf(lRRa al, 2009; Peltier, 2010), These
de doctorat, UdS]. Afin de tester I'effet de I'irdetion entre la protéine pl4 et la séquence
coremin dans le mouvement systémique, nous avehenmehé 'effet des mutants p14 sur
ce mouvement. Pour cela, des transdnitsitro des trois ARN viraux mutés ont été co-
inoculés sur les feuilles d8. macrocarpa Deux semaines post inoculation, les feuilles
systémiques ont été analysées. L'infection syst@enigst visualisée facilement par la
déformation et le jaunissement des feui(fegure 111.28A2) . Si la présence de la séquence
coremin est indispensable pour I'infection systamid’expression de la protéine pl4 est
également nécessaire pour cette infection syst@m(figure I11.28A1). En effet, la
protéine pl4 est nécessaire a la formation desngdocales (cheZ. quinog et son
absence entraine des infections restreintes, ceegpiique lI'absence de [linfection
systémique. De plus, son action de suppressionNi& &lencing est impliqguée dans la
mise en place d’'une infection durable, comme nawwihs vu, puisque le remplacement
de la protéine p14 par un autre suppresseur rétaifiection surC. quinoa(Guilley et al,
2009; Kozlowska-Makulskat al, 2010). Cependant, l'utilisation de nos mutantsisno
permet de rechercher précisément si la protéine-neime est impliguée dans ce
mouvement a longue distance. Les symptébmes densigstée sont observés que dans le
cas du mutant BA3, qui, de ce fait, est capablsaleéplacer a longue distanfigure
[11.28A5) . Les analyses de I'accumulation des ARN virauxrathern blot effectuées sur
ces plantes confirment nos résultéigure 111.28B) . Notons ici que ces résultats ont été
obtenus lors de deux expériences réalisées sépatréateincluaient trois plantes pour

chaque combinaison utilisée.
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ARNI1+2Ap1443 ARN1+2+3 ARNI1+ZBAL+3

ARNI1+Z2BA3+3 ARNI1+ZBA4+3

w
ARN1+2Ap14+3
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Figure 111.28 : Role de la protéine pl4 dans l'infetion systémique deB. macrocarpa.

Les plantes ont été infectées par des ARN1+ARNDIsupentés par 'ARN2 sauvage ou
'ARN2Apl14 ou ARN2 mutés dans le NoLS de la protéine [fAd.Visualisation des
symptdémes quinze jours apres inoculation. (B) Asalypar northern blot de
I'accumulation des ARN viraux dans les feuilles mooculées. Les sondes utilisées ciblent
les ARN1, 2 et 3. (c) La quantité d’ARN totaux deépe dans chaque piste est visualisée
par coloration au BET.
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Nous nous attendions a un réle de I'interactiomeelat protéine p14 et la séquence coremin
mais nos résultats ne nous ont pas permis de leortéen, puisque la forme mutée
pl4BA2 qui interagit toujours avec coremin, quileealise a l'instar de pl4 dans le
nucléole, est incapable de mouvement & longuendistal I'inverse, la protéine p14BA3
qui n’interagit pas ou tres faiblement avec la sége coremin assure une infection
systémique. En effet, la protéine pl4BA3 se loealéggerement dans le nucléole, reste
capable d’interactions avec la protéine pl4 sauwigéaiblement avec la séquence
coremin et conserve sa fonction de suppressionNde $tlencing. De plus, cette mutation
n'affecte pas la stabilité de la protéine ni l'acauation des ARN viraux. Nous ne
pouvons pas exclure lI'implication d’'une ou de phuss de ces propriétés de la protéine
pl4BA3 (mémes assurées faiblement) dans linfecigsiémique. Les analyses de la
descendance effectuées sur 'ARN2BA3 dans lesgisgatémiques n’ont révélé aucune
réversion dans la séquence de p14BA3 ou les mosatiorigine sont conservées.

Ainsi, les deux partenaires pl4 et coremin nécesssgour le mouvement a longue
distance sur plantB. macrocarpasemblent intervenir de maniére indépendante, saggé
l'intervention d’'un autre partenaire cellulaire owdral et pourraient impliquer la

suppression du RNA silencing.

ii. Expériences chedN. benthamiana

Le BNYVV infecte des plantes d¢. benthamianat Spinacea oleraceaans lesquelles il
est capable de se propager systémiguement eniedsie '’ARN3.

Plusieurs études ont montré que l'implication d'suppresseur de silencing dans le
mouvement a longue distance peut étre hote speéeifijous avons recherché I'effet de
nos mutants pl14 sur l'infection systémique surdmsx especes en présence ou en absence
de la séquence coremin ainsi que de la séquenceraimDeux semaines apres
inoculation, les plantes ont été photographidgsire 111.29) et des prélevements ont été
effectués sur les feuilles systémiques pour undys@anoléculaire. Notons ici que sur
N. benthamiana la présence de I'ARN3 dans linoculum permet paption des
symptomes 6 a 8 jours aprées l'infection contre 1B5gours en présence des ARN1+2
seuls. Toutefois, il est important de préciser tuséquence coremin est nécessaire au

mouvement de '’ARN3 a longue distance dans cet. héte effet, les vecteurs Rep3
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(réplicons de 'ARN3 du BNYVV) dépourvus de la ségue coremin perdent la capacité
de se déplacer a longue distance (S. Bouzoubaanugoivation personnelle).

Les symptbmes observés sur des plantes Ndebenthamianarévélent [I'infection
systémique de I'héte en I'absence de 'ARN3, loestjARN2 code pour la protéine pl4
sauvage ou les protéines pl14BA3 et -BAl. Aucunectidn systémique n’est observée
avec les mutants p14BA2 et -BA4. Toutefois, de mi@nintéressante, I'addition d’ARN3
a une action positive sur le mouvement a longuiwie du mutant p14BA2 qui n’est pas
observée en présence d’ARN3 muté (3nimeroc).

ARN1+2+3

ARNI1+2 ARNI1+2BA1

Figure 111.29 : Effet des mutations de la protéinepl4 et de la séquence coremin sur
I'infection systémique.Phénotypes des feuilles dédsbenthamianabservés quinze jours
aprés inoculation par des ARN1 et ARN2 sauvage otéenen présence de 'ARN3
sauvage ou de 'ARN3nimeroc. L'apparition des syinpgs sur des feuilles non inoculées
indique que le mouvement viral a longue distanea heu.

L’'analyse de I'accumulation des ARN viraux confirrnes observations phénotypiques
(figure 111.30A) . Les ARN viraux sont détectés par northern blohsddes plantes
inoculées par les combinaisons : ARN1+2, ARN1+2ABN1+2BA3, ARN1+2BA3+3,
ARN1+2BA3+3nimeroc. Un signal plus faible est ohtepour les combinaisons
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ARN1+2BA1 et ARN1+2BA2+3. La présence de 'ARN3 d#enaugmenter le niveau
d’accumulation des ARN viraux de la constructio2BA2, ce qui n'est pas le cas de
I’ARN3nimeroc. L'interaction entre la protéine plAB et la séquence coremin a un effet
bénéfique dans le mouvement a longue distance @upenserait I'action d’'un facteur
cellulaire de N. benthamianainteragissant avec la protéine pl4 sauvage lommed’
infection par des ARN1+2 seuls. La protéine p14B&fle ne pourrait plus interagir avec
ce facteur cellulaire, sauf en présence de I'’ARN8neparticulier de la séquence coremin.
L’ARN3 pourrait quant a lui permettre le recruternén facteur cellulaire nécessaire au
mouvement. Avant de pouvoir écarter un role derda§ine p25 dans ce processus, il sera
nécessaire de reproduire ces expériences a l'adeodstructions mutées au niveau du

codon initiateur de p25.
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Figure 111.30 : Analyse de l'accumulation des ARN vwraux extraits des feuilles
systémiquesN. benthamiana. (A) Des extraits des ARN totaux des lésions réesita
partir des feuilles deux semaines aprés I'inocoatbnt été analysés par northern blot en
utilisant les sondes qui ciblent les ARN1, 2 e{B). La quantité d’ARN totaux déposée
dans chaque piste est visualisée par coloratiddEdusous UV.
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La méme expérience a été conduite sur épinardseols les ARN sauvages ont produit
une infection systémique sur 50% des plantes igesul(analyse phénotypique et
moléculaire). Cette faible efficacité ne nous pdrpes de conclure quant a la fonction de

la protéine p14 dans le mouvement a longue distsiceette plante (non montre).
VI. Conclusion

La protéine riche en cystéine, pl4 codée par TARN2BNYVV est un suppresseur de
RNA silencing possédant un motif en doigt a zina.dimérisation de la protéine pl4 est
nécessaire a sa localisation nucléolaire et aclanremissance spécifiqgue de la séquence de
'ARN3 du BNYVV impliquée dans le mouvement a lomgdistance du virus et dans la
stabilisation de ’'ARN3 subgénomique.

Si le mutant de pl4BA2 reste capable de former die®eres et d'interagir avec la
séquence coremin, il ne permet pas l'accumulatiptinmle des ARN viraux et le
mouvement a longue distance ®irmacrocarpa contrairement au mutant p14BA3 qui
interagit faiblement avec la séquence et formecdégment des hétérodimeres avec la
protéine sauvage mais permet I'accumulation des AR&lUX et le mouvement a longue
distance du virus suB. macrocarpa Cette mutation pourrait permettre la dimérisation
d’'une faible fraction de protéines p14BA3 (en dessdu seuil de détection du double
hybride) toujours capables d’interagir avec la sége coremin et d’assurer le mouvement
a longue distance. L'absence de la protéine pl4dndinfortement I'accumulation de
I’ARNZ2 et faiblement ’TARN1 du BNYVV et conduit adpparition de Iésions nécrotiques
[figures 111.22, -23 et 25; (Hehnet al, 1995)]. Cet effet est complémenté par I'apport en
trans de la protéine pl4 par un réplicon qui restawecimulation de la protéine CP et
des ARN viraux. Un tel effet est également obtana te I'expression de suppresseurs de
RNA silencing hétérologuega le réplicon 5 (Guilleyet al, 2009; Kozlowska-Makulska
et al, 2010). L’accumulation des ARN viraux est done & la capacité de la protéine a
supprimer le RNA silencing, ce qui semble le casrpa protéine BA3 qui n'a pas perdu
sa capacité de suppresseur de PTGS.

A I'exception du virus muté codant pour la protépiiBA4 qui se comporte comme le
mutant de délétion de pl4, les ARN de virus mutassdla séquence NoLS sont
encapsidés. De facon frappante, la présence déNBASauvage en I'absence de la protéine

pl4 inhibe la formation des Iésions nécrotiques dpniennent chlorotiques jaunes, et
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favorise I'accumulation des ARN viraux et de latpme de capside. Si I'expression de la
protéine p25 par I'intermédiaire de ’ARN3nimeroermet d’augmenter la teneur en ARN
viraux, elle ne supprime pas I'apparition de néesogui disparaissent lorsque la séquence
coremin est apportée par 'ARNS. Si cet effet dmplEmentation a déja été observé par la
présence d'une autre protéine suppresseur, nougop®uimaginer que la séguence
coremin qui complémente I'absence de la protéing pdue un réle dans le recrutement
d’'une protéine cellulaire qui possede une actionsdppresseur de RNA silencing.
Cependant, une action de la protéine p25 induitelgpa@aéquence coremin n’est pas a
écarter. En effet, elle est présente en grandetitiaguand la séquence coremin est
présente, et en faible quantité dans le cas deN&Bontenant la séquence nimeroc. C'est
pour cette raison que nous pensons que la comptatimenpartielle de la multiplication
virale du mutant RNA2p14 en présence de 'ARN3 contenant la séquenceragrest
probablement liée & I'expression modérée de l&pretp25.

Si la protéine p14 n’'est pas impliquée dans leagiivde ’ARN3 ni dans sa stabilisation, la
séquence coremin est indispensable, tout comme esdte nécessaire a linfection
systémique suB. macrocarpaJ’ai pu montrer I'importance de la protéine plauple
mouvement a longue distance sans pour autant désnamt lien direct entre pl4 et son
interaction avec coremin.

Sur N. benthamianal'infection systémique est possible lors d’uné&ation par le virus
muté portant la protéine p14BA1 ou p14BA3 maispb4BA2. Cependant, nous avons vu
que la présence de 'ARN3, et en particulier laugége coremin, permet le mouvement
systémique du virus portant la mutation p14BA2guaelaisse supposer que l'interaction
entre la séquence coremin et la protéine pl4BA2pemse une fonction portée par la
protéine p14 sauvage.

Pour compléter cette étude, il sera nécessairemteduire l'infection par le virus portant
la mutation pl4BAl en présence de 'ARN3 sauvage3reimeroc et de rechercher
I'incidence de 'ARNS3 sur I'accumulation des ARNa&ix dans les feuilles systémiques.

Il a été montré que la protéine 2b du CMV intersagisavec les protéines AGO1 et AGO4
in vivo, se localisait dans le cytoplasme, le noyau etueléole des cellules infectées.
Toutefois, ces propriétés ne sont pas suffisantes pactivité de suppression de la
protéine 2b. En revanche, sa capacité a fixer E#spARN est la propriété la plus
déterminante pour sa fonction comme suppresselRNi& silencing (Gonzalezt al,

2010). Dans le cas de la protéine pl4, les mutatedfectuées sur les cystéines situées
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dans le motif a doigt a zinc abolissent la locaisa nucléolaire et l'activité de
suppression. La localisation nucléolaire de ladnat p14, ainsi que sa dimérisation, ne
semblent pas étre les seules fonctions détermimatdeson activité de silencing. Si on
revient aux suppresseurs de RNA silencing en gkiiBraz-Pendon and Ding, 2008),
nous observons que la protéine pl4 peut étre eakw®ds deux groupes. En effet, elle peut
étre placée dans le groupe de la protéine HC-Pur pon rbéle dans la multiplication
virale, et elle peut étre classée dans le groupa geotéine 2b pour son implication dans
le mouvement a longue distance. L'étude de son esgmn dans des arabidopsis
transgéniques permettra d’initier le mécanismetaae cette protéine surprenante sous

bien des aspects.
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Dans ce mémoire de these, jai présenté les résuda I'étude des modifications post
traductionnelles du facteur de pathogénicité du BNY la protéine p25, les résultats de
la recherche de ses partenaires cellulaires euxirainsi que ceux de l'étude de
I'interaction entre '’ARN3 et la protéine supprassde RNA silencing pl4. Jai tenté de
répondre a plusieurs questions :
» La protéine p25 peut-elle étre modifiée post tréidnoellement ? Quelles sont ces
modifications et quels sont leurs effets ?
* Quels sont les partenaires cellulaires et viraulagwotéine p25 et quels sont leurs
réles dans le cycle viral ?
* La séquence coremin de 'ARN3 a-t-elle des partesariraux et/ou cellulaires ?
L’interaction entre la séquence coremin et sonepaite viral est-elle impliquée

dans l'infection virale systémique ?

Dans la premiere partie de ce travail, nous avoberdg les modifications post
synthétiques de la protéine p25 et plus préciséftirnidence de la phosphorylation sur
les propriétés connues de la protéine p25 danautedidentifier un éventuel mutant
dominant négatif capable de contrecarrer son &ffette étude, méme si elle n’a pas abouti
a l'identification d’un tel mutant, a cependant rtrérgue la phosphorylation de la protéine
p25 module ses propriétés biologiques. Nous n'ay@sspu identifier définitivement les
sites exacts de phosphorylation. En mimant ou abamt la phosphorylation des sites
probablement phosphorylés, jai pu démontrer qualifaérisation de la protéine p25
favorise sa fonction d’activation de la transcopti

La localisation nucléo-cytoplasmique de la prot§2® sauvage suppose lI'existence de
régulations distinctes qui peuvent masquer la sep@lLS et exposer le NES ; dans la
méme cellule, d’autres types de modifications patiegposer le NLS et masquer le NES.
Il est possible qu’'une protéine puisse exister failsous sa forme active et inactive dans
une méme cellule comme cela a déja été montre Ipdacteur de transcription NFAT1.
L’activation de ce facteur nécessite la déphosphtion de treize sérines situées dans le
domaine de régulation. Cependant, ces déphospliondamasquent la séquence NLS et
exposent la séquence NES (Okameiral, 2000).

Les mutants de la protéine p25.X, TseD, T164A (tableau 1.4) se localisent dans le

cytoplasme et sont affectés dans leur import nireléhes résidus Y52 et T56 sont situés
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en amont de la séquence NLSs{K Rs;) et le résidu T164 est situé en amont de la
séquence NES (¥ a Vi7g). La présence de la séquence NLS dans la partierhinale de

la protéine p25 et I'importance de la phosphorglatde la thréonine 164 pour I'import
nucléaire nous laissent supposer I'existence dimberaction entre les parties N et C
terminales de la protéine p25 (soit eis, soit entrans). Ces mutations conduisent a
'absence de dimérisation et d’activation de lang@iption. Ainsi, I'import nucléaire
favoriserait la dimérisation mais n’est pas suffisear certaines protéines p25 incapables
de dimériser se localisent toujours dans le noydautres types de modifications post
traductionnelles pourraient intervenir dans la digaion de la protéine p25, ou alors
certaines mutations introduites pourraient indwirechangement conformationnel de la
protéine qui empéche les interactions.

Concernant la propriété d’activation de la tramqdosn de p25, la phosphorylation des
sérines 109 et 110, qui font partie intégrante dmaine d’activation (103-146), inhibe
I'activité. Si ces résidus sont phosphorylés, ldaphosphorylation est nécessaire pour
favoriser le recrutement de la RNA polymérase oseatecofacteurs. Certains changements
N terminaux affectent également I'activité, ce gemforce I'idée d’'une interaction entre
les extrémités N et C terminales de la protéineslu@xpression de la protéine p25 dans
des cellules d’insectes infectés par un baculovieombinant permet d’obtenir la
protéine p25 en grande quantité. Si la purificatittnla protéine est possible en faible
quantité, la purification de la protéine pour ddadés cristallographiques conduit a
'obtention invariable de protéines insolubles. @@ual en soit, son étude
cristallographique permettra de révéler les secriatsnement lies a sa structure
tridimensionnelle et pourra faciliter les inter@tins des propriétés de I'ensemble de nos
mutants.

De nouvelles analyses par spectrométrie de massengagessaires pour confirmer la
phosphorylation des sites T43, Y52, S109-S110 64t en identifier d’autres. Pour cela,
des endoprotéases distinctes de la chimotrypsiamuakeétre utilisées pour diminuer la
taille du peptide C-terminal dépourvu d’acides asibasiques. Le grand nombre de sites
potentiellement phosphorylables ne m’a pas permisffedtuer I'ensemble des
combinaisons de doubles, triples, voire quadrupiesations pour étudier certains effets
synergiques, antagonistes ou compensatoires nésdiigohosphorylation sur ces sites. En
plus de la phosphorylation, I'existence de formes p25 N-acétylée, déamidée rend
délicate l'interprétation des résultats obtenuscades protéines étiquetées, en particulier

pour les protéines étiquetées en N-terminal paBFE ou I'étiquette HA. Nous pourrons
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rechercher I'influence de ces deux premieres maatifins identifiees sur les propriétés
biologiques de la protéine et rechercher si elidhiencent la phosphorylation etce
versa D’autres types de modifications post traductidiesecomme IO-GIcNAcylation
seront recherchées sur p25 et devraient permedtqgrétiser son ou ses meécanismes de
régulation. De telles informations aideront proleaiént a identifier un mutant dominant
négatif de la protéine p25 qui pourra étre utilieghar transgénese pour lutter contre le
BNYYV.

Dans la seconde partie de ce travail, nous nousmssmintéressés aux partenaires
cellulaires et viraux de la protéine p25. Un paatende la protéine p25, la protéine F-box-
Kelch provenant de betterave résistarf@2 forme un complexe SCF F-box-
KelcheASK2¢CULL. La protéine p25 ne semble pas Etreible d’'une dégradation par le
protéasome 26%ia ce complexe SCF. Il reste cependant a analydéetldune mutation
ponctuelle ciblant la seule lysine (K57) de la pno¢ p25. Un remplacement K57R ne
devrait pas perturber la localisation nucléairdadprotéine mais apporter des éléments de
réponses quant a une éventuelle PTM par le systé#d® L'expression dans les feuilles
de N. benthamianale la protéine F-box-Kelch entraine une mort ¢aita rapide induite
qui ne permet pas de déterminer la localisatiortallldaire de cette protéine. Cette mort
cellulaire rapide suggere que la protéine F-boxcKgbue un réle dans un mécanisme de
résistance et son expression sous contréle d’'umgteur inductible devrait permettre de
retarder I'apparition de la nécrose, et ainsi n@eisnettre de la localiser voire co-localiser
avec la protéine p25. Ceci devrait nous aider aigeé le role de cette interaction lors de
I'infection virale.

Au cours des derniéres années, les études du systBiquitine-protéasom@PS) ont
illustré son réle essentiel dans les interactidastp-pathogéne. L'ubiquitination suivie par
la dégradation des protéines semble se produirkisieprs niveaux du mécanisme de
défense des plantes (Dielenal, 2010). Des protéines virales sont bien entendicitdes

de 'UPS. On peut citer la dégradation des progiwieales de mouvement (MP) par le
protéasome 26S qui semble partagé au cours deadtides plante-virus. La protéine MP
30K du TMV, tout comme la protéine MP 63K Turnip yellow mosaic viru§TYMV,
Tymovirus), est dégradém vivo par le protéasome 26S (Reichel and Beachy, 2000;
Drugeon and Jupin, 2002). De méme, la protéine T3GBp PVX (triple gene block
protein 3), et la protéine MP deotato leafroll virus(PLRV, Luteovirus), peuvent étre
eégalement ciblées par la voie du protéasome 26§\ al, 2007; Juwet al, 2008). Cette

dégradation commune des protéines de mouvememeipaurrait réguler la propagation
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virale, limiter les dommages a I'hote tout en pettard la survie du virus. La conjugaison
d’ubiquitine aux protéines de mouvement viralest @aissi refléter une voie d’activation
de protéines plutét qu’'un mécanisme de défensa gdahte ou encore un mécanisme de
régulation de protéines en exces (Jockusch and aNtkd2003). Il est maintenant admis
qu'un certain nombre d'agents pathogenes ont qgxeldes systemes spécifiques pour
inhiber et/ou détourner I'UPS a leur profit en iamt des protéines de I'h6te afin de
promouvoir leur propre survie. Dans figure CG.1, sont présentés des exemples de
I'implication des E3 ligases dans la défense comdie phytovirus et des exemples

d’utilisation de 'UPS par les virus, dont certaiost déja été cités dans I'introduction

générale.
Membre de E3
A N. tabacum ACIF1 BB ) TMV
N. tabacum ACRE2760)| i) TMV
O. sativa DRF1® ) ToMV
N. benthamiana ~ SGTI i ) TV
B
Cible de plante Partenaire de plante Protéine virale
s ‘Q ) [ Hepro LMV
o )B2/5 .
o
195
<4mmm) ASKP1/2 < | O BWWYV/CABYV
<4 > SKP1 <) | CLINK FBNYV
e TCK/KRP 2 4—} RKP < | 4 BSCTV
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 9 .................................... .
""""""""""""""""" ? 4—h> F-box-Kelch <uuimm | 25 BNYVV

Figure CG.1 : Exemples d’interaction entre le syst®@e ubiquitine-protéasome (UPS)
et les phytovirus.(A) Protéines d’E3 ligases des plantes impliquisess les réactions de
défense contre les virus. (B) Usurpation de 'URBdes virus de plantes.

(1) : (Yanget al, 2006a) ; (2) : (Caet al, 2008).

La protéine HcPro diPotato virus Y(PVY, Potyvirus) interagit physiqguement avec trois
sous-unités du noyau de protéase 20S (CP du pootéashezA. thaliana: al, f2 etp5
(Jin et al, 2007). In vitro, HC-Pro inhibe l'activitt RNase et stimule légesemles

activités protéolytiques chymotrypsine et trypdiike- du protéasome 20S (Ballat al,
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2005). A ce jour, les roles de telles modulationsyenatiques du protéasome ne sont pas
connus, mais ils représentent des exemples poynldiation des fonctions cellulaires a
des fins propres du virus ou pour le ciblage desamiémes de défense cellulaire par le
virus. La protéine C4 dBeet severe curly top virdBSCTV, Geminivirug favorise la
division cellulaire de I'h6te dans lequel la réption virale est associée, en induisant
I'expression de la protéine E3 RKP [une protéirtoit de RING associée a KPC1 (pour
Kipl ubiquitination-promoting complex)]. La prot@rRKP agit comme un régulateur du
cycle cellulaire cheArabidopsisen ciblant les protéines inhibitrices du cycleludalre
ICK/KRP (Kip-related proteins ou interactors/initidos of Cdc2 kinases) et permet la
réplication de I’ADN viral (Laiet al, 2009).

ChezB. vulgaris I'expression de la protéine F-box-Kelch ne sengads étre induite par
'expression de la protéine p25. Cependant, ches #e thaliana exprimant
constitutivement la protéine p25, I'expression debologues est activée d’environ trois
fois par rapport aux plantes non transgéeniqueserhit intéressant de cloner le promoteur
du géne F-box-Kelch en amont du rapporteur GUS poufirmer son expression tissu
spécifiqgue et tester son activation en présencéadmotéine p25. L'identification des
cibles de la protéine F-box-Kelch permettra de rdeéfplus précisément le réle de la
protéine p25 dans ce complexe. Des expériencedintérn de I'expression des genes
candidats par VIGS permettront de clarifier lesesdlde ces différents acteurs dans
I'interaction BNYVV-betterave. Des analyses d’irgtetions tripartites AskeFboxep25 en
utilisant un vecteur bridge de levure exprimant pestéines F-box-Kelch de plantes
sensibles eRz1devraient préciser le réle de ce complexe dansi@anisme antiviral ou
de contournement de résistance. Ces mémes andbaemt étre effectuées sur les autres
partenaires de la protéine p25. Si la protéine »Helch, ou d’autres candidats, sont
impliqués dans la résistance vis-a-vis du BNYVVte&ls régulateurs négatifs pourront étre
utilisés comme marqueurs pour sélectionner destgdaprésentant la meilleure des
résistances.

J'ai pu identifier des partenaires viraux (CP, RTp#4) et cellulaires (PR, eEFlalpha et
ATP synthase) de la protéine p25. Ces protéinelilaeés semblent intéressantes
puisqu’elles sont normalement impliquées dans desegsus biologiques essentiels chez
I'héte. L'absence d’interaction directe entre laotpine p25 et ces partenaires nous a
laissés penser que des protéines cellulaires olARSs viraux étaient impliqués dans la
formation des complexes. L'implication des difféienacteurs identifiés devra étre

confirmée. Compte tenu de l'effet d’activation Idetraduction lié a la présence de la
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protéine p25, l'implication de la protéine eEFlaptievra étre recherchée en priorité,
notamment en raison de ses multiples réles biolmggdans des processus autres que
traductionnels comme l'export nucléaire, le protéas et I'apoptose [pour revue voir
(Mateyak and Kinzy, 2010)].

La troisieme partie de ma these a consisté a refobeles partenaires viraux et cellulaires
qui interagissent avec la séquence coremin de I'BRNpliquée dans le mouvement viral
a longue distance ch®&eta macrocarpal’ai montré qu’un dimére de la protéine pl4 était
nécessaire a la reconnaissance de I'ARN et encphgti de la séquence coremin. J'ai pu
egalement montrer l'influence de la dimérisationladocalisation nucléolaire de p14 et la
capacité de la protéine pl4 a supprimer le RNAsite.

Le BNYVV est un phytovirus & ARN de polarité posttidont le cycle de multiplication se
déroule dans le cytoplasme des cellules infect€esapte tenu de l'interaction entre une
séquence de '’ARN3 et une protéine virale qui dstssée au nucléole, il devient essentiel de
localiser 'ARN3 dans les cellules infectées. Drpéziences de localisation d’ARM vivo a
I'aide de séquences spécifiqguement reconnues pgrrdeééines Pumilio recombinantes sont en
cours au laboratoire, en collaboration avec le ratoare du Pr. Karl Oparka (Tilsnet al,
2009). LARN3 et 'TARN3sub seront recherchés entegte viral, en présence ou pas de la
protéine pl4. Une telle approche nous permettré-gtee de préciser le role de cet ARN3sub
non codant.

Il a été suggéré que la protéine p14 pourrait iehié mouvement de signal de silencing de
cellule a cellule (Zhanget al, 2005). L'apparition des Iésions nécrotiques abdence de

la protéine pl1l4 est due a I'absence d’action deraggion de RNA silencing puisque ces
lésions nécrotiques disparaissent en présencereastippresseurs. La complémentation
phénotypique de I'absence de la protéine pl4 psédaence coremin observée dans cette
étude pourrait s’expliquer par le recrutement dfacteur cellulaire possédant une action
de suppression de silencing ou bloguant le mouvemenrsignal de RNA silencing. I
serait intéressant de vérifier si la protéine eHptia est capable de remplir une telle
fonction, en d’autres termes si eEFlalpha intetvitams un mécanisme de silencing. De
plus, indépendamment de la présence de 'ARN3rd&éme pld est un suppresseur de
RNA silencing. Il nous reste a déterminer si laspree de la séquence coremin renforce
son action de suppression ou agit de facon pagahdépendamment de I'expression de la
protéine p25.

Les facteurs de transcription appartenant a lall@miCP identifiés par le criblage de
banque d’ADNc de betterave avec la séquence corepoarraient étre régulés
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positivement ou négativement par un ARN portant teke séquence (ARN3 ou
ARN3sub) et ceci en paralléle a la fonction popéela protéine p25. Un role potentiel de
ces facteurs de transcription dans des mécanisengéfdnse reste cependant a démontrer.
La protéine pl4 et la séquence coremin présentARINS sont indispensables a la mise
en place de l'infection systémique chi@zmacrocarpall nous reste a déterminer le lien
entre mouvement a longue distance et suppressioRNl& silencing. Nous devrons
déterminer si le mouvement est lié a I'activitésdgpression du RNA silencing ou a une
autre fonction, comme linteraction avec la ségeenoremin et I'adressage de I'ARN
dans le nucléole. Pour cela, il sera nécessaireedeercher l'infection systémique en
I'absence de la protéine pl4, mais en présencdrdsaauppresseurs comme par exemple
la protéine p13 du BdMV ou la protéine p0 du BWYS. ce mouvement a lieu, nous
devrons vérifier I'absence d’interaction de ces psapseurs avec I'ARN3. Si les
suppresseurs ne rétablissent pas un tel mouventent r'interagissent pas avec la
séquence coremin, nous pourrons tester nos mutaresprotéine pl4 en présence de ces
suppresseurs et analyser l'effet sur le mouvemdnhgue distance suB. macrocarpa.
ChezN. benthamianala protéine p14 est indispensable a l'infectiéméyalisée mais pas
la séquence coremin qui favorise seulement ce nmene

Bien que la fixation des ARN semble étre commuiee @upart des suppresseurs du RNA
silencing viraux (Lakatoset al, 2006; Meraiet al, 2006), les interactions avec les
protéines de I'h6te ont été identifiées pour cestauppresseurs, et ces interactions sont
impliquées dans des mécanismes alternatifs pogubtde RNA silencing (Bortolamiat

al., 2007; Diaz-Pendon and Ding, 2008). En effet, fanstaté I'absence d’interaction
entre la protéine pl4 et la protéine AGOL1 en systdouble hybride de levure, mais cela
n'exclut pas la possibilité d’interaction avec dia@s protéines AGO. Un criblage de
banque d’ADNc dArapidopsis thaliana été réalisé au laboratoire en utilisant la pmeté
pl4d comme appat. Ce criblage n’a pas identifié m¢emes AGO, mais une protéine de
fonction inconnue impliquée dans la farnésylatioes plantes dt. thaliana mutées dans

le géne codant pour ce partenaire seront comparées plantes exprimant la protéine p14

et testées pour leur sensibilité aux infectionales.
Nos résultats ont permis d’approfondir les conraises des mécanismes moléculaires

complexes liés aux roles de la protéine p25 etua de 'ARN3 et de la protéine pl14 du

BNYVV. Ces données, avec les analyses supplémestaiévues, serviront sirement a

273



Conclusion et perspectives

développer de nouvelles stratégies de lutte visage l'infection des plantes parle

BNYYV et, probablement, vis-a-vis d’autres virus gqu ressemblent.

274



Matériel et methodes

Matériel et méthodes

275






Matériel et methodes

% MATERIEL

[.  Organismes

1. Plantes hotes

Les plantes hotes du BNYVV, utilisées au laboratofont partie principalement de la
famille des Chénopodiacéegn général, ces plantes hétes sont cultivées dess
conditions suivantes : 22 °C avec une photopéramd6 h de lumiere (20 000 lux), 8 h
d'obscurité et environ 70 % d'hygrométrie.

I Chenopodium quinoa : Plante héte du BNYVV répondant a linfection
virale par I'apparition sur les feuilles inoculéds lésions locales chlorotiques vertes
(ARN1 et ARN2 seuls), chlorotiques jaunes (ARNXEt2) ou nécrotiques en fonction de
la composition de I'inoculum.

ii. Tetragonia expansa : Plante hote du BNYVV, de la famille des
Tétragoniacées, répondant a I'infection virale pepparition de Iésions locales visibles
uniquement sous UV (ARN1 et 2 seuls), ou d’aspédbrotique jaune en présence de
'ARNS.

iii. Beta macrocarpa : L'infection du BNYVV chez cette plante est systéoeq
lorsque 'ARN3 est co-inoculé en présence de 'ARNR. Les symptdmes foliaires sont
caractérisés par une mosaique, un gaufrage ainsi funissement.

iv. Nicotiana benthamiana : Cette plante de la famille des Solanacées est un
héte du BNYVV permettant le mouvement systémiquevitus méme en absence de
I’ARN3. Cette plante est facile a manipuler. Eregftes feuilles peuvent étre infiltrées par
Agrobacterium tumefaciernmermettant ainsi la transformation transitoire tiesus.

V. Spinacea oleracea: Cette espece de plante développe une infection
systémique apres l'inoculation des ARN1 et 2BNIYVV. La plante a été utilisée pour

produire de la protéine p14 en contexte viral.

2. Cellules de tabac BY-2

La lignée cellulaire de tabadNicotiana tabacumL., souche Bright Yellow 2 (BY-2)]
(Nagataet al, 1992) est un outil de choix pour I'étude de lealssation subcellulaire de
protéinesin vivo. Cette lignée cellulaire est constituée de granolhkiles facilement
observables en microscopie optique et la technideetransfection est parfaitement

reproductible.
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3. Souche virale

Au laboratoire, nous travaillons avec un isolaifiaitl de BNYVV dérivé de l'isolat
naturel F2. Cet isolat est issu de transcrits trdag, synthétisém vitro a partir des ADNc
complets correspondant aux ARN1 et ARN2 (appeléss$2), supplémentés ou non de
transcrits correspondant aux ARN3, ARN4 (Quital, 1989) et ARN5 (Linket al,
2005).

4. Bactéries

I Escherichia coli (tableau MM.1)

Les clonages sont réalisés dans les bactéseBerichia colt

a. MC1022 : (Casadaban and Cohen, 1980). Elle est utiliséeipalement pour
les clonages et I'amplification de plasmides recioraiits. Elle permet la sélection des
clones recombinants par la couleur des colonieprésence d’'IPTG (isopropys-D
thiogalactoside), un substrat deBtgalactosidase.

b. DH5a : Cette souche permet de limiter les risques dembowison. Elle permet
I’ a-complémentation et la sélection des clones recoamts par la couleur des colonies en
présence d'IPTG.

c. XL1-Blue (Stratagene): Cette souche permet la sélection des clones
recombinants grace a la couleur blanc/bleu des@so

d. BL21-CodonPlus-(DE3) RIL (Stratagene) Cette souche bactérienne dérivant
dE. coli (Studieret al, 1990) est utilisée pour la production de protgiaepartir du
plasmide pET ou pGEX-2TK. Cette souche contiergdeelacl, exprimant le répresseur
du promoteur de I'opéron lactose, mais égalemegéte de la T7 RNA polymérase qui
est placé sous le contréle du promotectUV5 inductible par I'lPTG.

e. TOP10 (Invitrogen): Cette souche est utilisée pour cloner, amplifier un
plasmide ou exprimer une protéine recombinante &dit déficiente dans la biosynthése
d’arabinose. Cette souche a été utilisée pounigagle dans le vecteur pVTU-102.

f. KC8 : Cette souche possede les mutations d’auxotropbi@sles acides aminés
leuB, trpC, et hisB qui peut étre complémentéedea transformations par les plasmides
codants pour ces genes de levureBU2, TRP1 et HIS3). KC8 est utilisée aprés le
criblage d’une banque d’ADNc par double hybride (MMHMAKER) afin de récupérer a

partir de levures co-transformées les plasmideseoant la protéine fusionnée soit au
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domaine d’activation de la transcription, soit asméine de fixation a ’ADN. Cette
souche transformée par des plasmides de levures g sélectionnée sur milieu

minimum M9 dépourvu de ‘acide aminé adéquat (leectryptophane, ou histidine).

Tableau MM.1 : Génotype des souches de bactériesEl’ coli utilisées lors des
transformation pour les clonages, I'amplification dADN ou pour I'expression de
protéines.

Souche de )
L Geénotype
bactéries
MC1022 ara D1394 (ara leu) 7697 (lacZ) M15 galU galK rpsL
DHS F— #80acz1M154(laczYAargF) Ul69recAlendAl hsdR17 (rK—,
o
mK+) phoA suE44 /- thi-1 gyrA96relAl
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAFaproAB
XL1-Blue
laclgZAM15Tn10 (Tet)]
BL21- _
CodonPlus F- ompT hsdSg ms-) dem+ Tet E. coli gali (DE3) endA Hte [argU
(DE3)-RIL ileY leuw Car‘r}
TOP10 F—mcrA A(mrr-hsdRMS-mciBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139A(ara ley 7697galU galK rpsL (StrR) endAl nupG
KC8 hsdR, leuB600, trpC9830, pyrF::Tn5, hisBA463/04¢4, strA, galU,

K

. Agrobacterium tumefaciens

Cette bactérie phytopathogéene est responsable dealadie appelée galle du collet.
L’infection fait intervenir le plasmide Ti (Tumomnducing) qui porte, entre autres, les
géenes codant pour les opines, les génes de viallging responsables du transfert du T-
DNA (transfered DNA) et les génes oncogenes (arteyvenant dans l'infection tumorale.
Le T-DNA du plasmide peut s’intégrer au hasard dangénome des cellules infectées
grace a la présence des bordures gauches et drbad'sntervention des genes.

La soucheGV3101 (Holsterset al, 1980) est dérivée de la souche C58C1 dont le

chromosome contient le gene de résistance a lepitane. La souche renferme le
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plasmide Ti désarmé portant le géne de résistanda tetracycline. Cette souche
transformée par un vecteur binaire (pBin 61 ou pRilus) est utlisée pour
I'agroinfiltration des plantes de tabac. Les baetgsont cultivées a 28°C en milieu LB
supplémenté de rifampicine (100 pg/ml) et de karaney (50 pg/ml). Les souches
d'’A. tumefaciensainsi que les bactéries transformées peuventsébakées a -80°C en

présence de 15 % de glycérol.

5. Levures Gaccharomyces cerevisiae) (tableau MM.2)

I HF7c : Souche de levure utilisée en systémes dits de simpldouble
hybride, leur signe sexuel ddiATaet leurs génes rapporteurs sbilb3 etlacZ

i. Y187 : (Harperet al, 1993)Souche utilisée en systeme double hybride par
la technique de "mating", leur signe sexuelMsfTa et leurs génes rapporteurs statZ
etMELL

iii. AH109 : Cette souche de levure est concue pour détectentlEmctions
protéine-protéine par les tests double et tripleriole en systeme GAL4. Elle contient les
géenes rapporteuSDE2, HIS3 lacZ et MELL AH109 permet d’éliminer les faux positifs
qui apparaissent pendant un screen par GAL4 ddnylbiede.

\Y2 EGY48 : EGY48 est la souche de base la plus courammédisetipour le
screen de banques. Elle contient I'opérateur LerAamont du geneEU2 pour son
utilisation en tant que géne rapporteur. Cette s@@st auxotrophe aux trois marqueurs de
sélection histidine, uracile et tryptophane. EGYA®& peut pas étre utilisée pour le
marqueur de sélection leu2. Cette souche conti@nbanque d’ADNc de betterave
résistante Rz2 clonée dans le vecteur pJG4-5 gdé qmur le tryptophane comme
marqueur de sélection.

V. L40 coat : Souche utilisée en systeme triple hybride afin deecter les
interactions acide ribonucléotidique-protéine. Estbuche de signe sexidATa contient
une copie de la protéine de capside du virus MSifimée au domaine de fixation a
I’ADN LexA.

Vi. R40 coat : Souche également utilisée en systéeme triple hybaitle de
détecter les interactions acide ribonucléotidiqregine. C'est la méme souche que L40
coat mais de signe sexudiATa. Cette souche a été utilisée pour faire le maéiviec la
souche
L40 coat.
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vi.  YBZ-1 : Cette souche dérivée de la souche L40 coat esséatilpour
diminuer les faux positifs. Cette souche de sigemausl MATa contient un dimére de la
protéine de capside du virus MS2 fusionnée au duendeé fixation a 'ADN LexA.

Tableau MM.2 : Génotype des souches de levures igiées lors des tests de simple,
double et triple hybride. Chague gene marqueur est sous le controle d'upngesée GAL
UASs (GAL4 upstream activating sequences) ou deedn LexA et de TATA box
spécifiques. His : histidine ; Leu : leucine ; Lylgsine ; Trp : tryptophane ; Ura : uracile ;
MAT : mating-type ; lacZ : fragmenp du gene de Ig-galactosidase permettant une
a-complémentation ; MELL1 : géne endogéne de levadat pour k-galactosidase.

Souche de

Génotype Gene Marqueur de

levures rapporteur | transformation
MATa ; ura3-52, his3-200, ade2-101, lyse2- rpd, leu2

HF7c 801, trp-901, leu2-3, 112, gal4-542, gal80 | H|S3 lacZ S

LYS2::GALL e GALL cyh2
HIS3,URA3::GAL4, ersxsiCY Clrarslacz

MATa ; ura3-52, his3-200, ade2-101, trp-901, lacZ

h trpl, leu2
Y187 leu2-3, 112, gal4, met, gal81, MEL1
URA3::GAL1,,+GAL1, clacZ, MEL1
MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3- ADEZ
AH109 200, gal4, gal8Qt, LYS2::GALLas HIS3 lacZ trpl, leu2
GALLiatxHIS3, GAL2asGAL2 AT4~ADE2,
URA3::MEL1asMELIraxlacz, MEL1 etMEL1
EGY48 MATa ura3 his3 leu2::3LexAop-LEU2 LEU2 ura3, trp1, his3

trpl::hisG LYS2

MATaura3-52 leu2-3,112 his3_200 trp1_1| {S3 |acZ urag, trpl,
L40 coat | ade2 LYS::(LexA op)-HIS3 ura3::(LexA-op)- leu2
lacZ, LexAMS2 coat (TRP1)

MATa ura3-52 leu2-3,112 his3_200 trpl_1| {53 |acz urag, trpl,
R40 coat | ade2 LYS::(LexA op)-HIS3 ura3::(LexA-op)- leu2
LacZ, LexAMS2 coat (TRP1)

MATa, ura3-52, leu2-3,112, his3-200, trp1-1, 4|53 |acZ urag, trpl,
YBZ-1 ade2, LYS2::(LexAop)-lacZ, LexA-MS-MS2 leu2
coat (N55K)
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. Milieux de culture
lIs sont utilisés sous forme liquide ou solide. Bae dernier cas, 1,2 a 1,5 % d’agar sont
additionnés avant autoclavage. lls peuvent étrétiaddés d’antibiotiques permettant la

sélection des clones recombinants (ex : Ampicilard0ug/ml).

1. Milieu LB (Luria Bertani)
C’est le milieu de culture le plus couramment séil{Bactotryptone 1 % ; Extrait de levure
0,5% ; NaCl 0,5 % ; pH 7,4).

2. Milieu M9

C’est un milieu de culture minimum composé d'une@rse de carbone, d’'une source
d'azote et de sels minéraux. Ce milieu est préparg étapes. La solution M9 10 X est
composée de : 60 g bHPO,; 30 g KHPO,; 5 g Nacl ; 10 g NECI ; H,O gsp 1L ; pH
7,4. Le milieu de culture M9 final contient (100 dd solution M9 10 X ; 10 ml de glucose
a20% ;2 mlde MgSP1 M ; 0,2ml CaGl1l M ; 1 ml ampicilline 100 mg/ml ; les acides
aminés ; HO gsp 1000 ml). Pour préeparer des boites il famitey 20 g de LB-agar. Ce
milieu est utilisé pour sélectionner les bacteK€8 transformées par les plasmides issus

de la banque d’ADNCc de betterave.

3. Milieu YPD
Le YPD (BD Biosciences Clontech) est un milieu ctghpermettant la croissance non

sélective des levures.

4, Milieu SD

Le SD (BD Biosciences Clontech) est un milieu miaiipermettant la croissance sélective
des levures. Ce milieu est complété par différemééanges d’acides aminés (Drop Out)
mais toutefois dépourvu de ceux nécessaires aldatish des transformants, aux tests

d’activation de la transcription et aux tests d@naiction protéine-protéine.

I 3-amino-triazole (Sigma-Aldrich)
C'est un inhibiteur compétitif de [I'histidine pentat de quantifier de fagon
approximative l'affinité des partenaires. Il eststut dans I'eau et stérilisée par filtration.

Ce produit (3AT) est additionné avant de coulebleites a différentes concentrations.
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ii. 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-galactopyranoside (Xe-gal)
Le X-a-gal (Clontech) est dissout dans du diméthylfornte{(DMF) a une concentration
de 20 mg/ml et conservé dans un tube en verre fan2é€ °C. Il est additionné avant de

couler les boites.

S. Milieu BY-2

C’est le milieu de culture Murashige et Skoog bg&alchefa), complémenté avec la
Thiamine 1 mg/l ; KHPO, 200 mg/l ; 2,4-dichlorophénoxyacétique 0,2 mgiyO-
insitol 100 mg/l ; saccharose 3 % ; pH 5,8.

[ll. Vecteurs de clonage et d’expression

1. pGEM®-T (Promega)

Ce plasmide commercial est linéarisé gpaoRV au niveau de la cassette de clonage, ou
unethymidine est ajoutée a chaque extrémité 3'OH. ldnage rapide est alors possible a
partir d'uneséquence d’ADN provenant d’'un produit de PCR canterdes extrémités
adénosines 3'OH ajoutéesaturellement en fin de cycle par les Tag polynesas
classiques. La cassette de clonage est sitaige le géntacZ qui code pour le peptidede

la B-galactosidase. Ce plasmide contient égalemeatorigine de réplication bactérienne,
un géne de résistance a I'ampicilline, I'originerdplication duphage f1 et les séquences

promotrices T7 et SP6 de part et d’autre de laetsde clonage.

2. pCK-EGFP

D’une taille de 3508 pb, ce vecteur dérivé du pU@%B utilisé dans les expériences de
bombardement de cellules BY-2. Il possede une regigie réplication bactérienne ainsi
que le géne de résistance a I'ampicilline. En andongéne codant pour 'EGFP se trouve
le promoteur 35S suivi de la séquereedu TMV qui est un activateur de traduction
(Sleatet al, 1987). La séquence de 'EGFP est délimitée eh @asale terminateur 35S.
Un tel systeme permet la transcriptionvivo des ARN messagers a partir de la matrice
plasmidique, et ainsi de s’affranchir de la réglma virale, des erreurs de recopie et de
'apparition de formes mutées, amplifiées potelgieent lors des cycles multiples
d’infection.

283



Matériel et methodes

3. pGBT9 (Clontech®)

Ce vecteur navette de 5,5 kb a été utilisé pouttrenetn évidence l'activation de la
transcription des protéines virales en systeme Isirhgbride dans la levure. Il porte un
gene de résistance a I'ampicilline nécessaire &ésection dan€. coli et le gene de
sélection trpl qui rend les levures prototrophesirple tryptophane. Les séquences
codantes pour les domaines protéiques a analyaefisonnées au domaine de fixation
aux acides nucléigues (ou GAL4BD) du géne galdgmtédans ce plasmide. Les protéines
de fusion sont exprimées par lintermédiaire du npoteur constitutif de [I'alcool
déshydrogénase (ADH). La protéine de fusion estom@e dans le noyau par
I'intermédiaire d’un signal de localisation nuck&a{NLS) intrinséque au GAL4BD de la
protéine GAL4.

4. PGBKT7

Le vecteur pGBKT7 exprime des protéines fusionmaéedomaine GAL4BD de la protéine
GAL4. Dans la levure, I'expression a haut niveapad#éines de fusion est permise par le
promoteur constitutif ADH1 (alcool déshydrogénade).transcription est arrétée par les
signaux de terminaison T7 et ADH1 (TTT7 & ADH1). BET7 contient également le
promoteur T7, I'épitope c-myc, et une cassetteldeage. pGBKT7 se réplique de facon
autonome dang. coli et dansS. cerevisiae vides origines de réplication pUC etp2
respectivement. Le vecteur porte des marqueurldet®n : le géne de résistance a la

kanamycine (Kan) dars. coli et le marqueur de sélection trgdns la levure.

5. pGAD424 (Clontech®)

Ce vecteur navette de 6,6 kb est utilisé pour meein évidence les interactions
protéine-protéine entre les protéines virales darsysteme double hybride de levures. I
porte un gene de résistance a I'ampicilline etgieegde sélectiobEU2 rendant les levures
prototrophes pour la leucine. Les séquences coslguter les domaines protéigues sont
fusionnées au domaine d’activation de la trangomp(ou GAL4AD) du gene gal4. Les
protéines de fusion sont exprimées par l'interméalidu promoteur constitutif de I'alcool
déshydrogénase (ADH). La protéine de fusion estomge dans le noyau par
I'intermédiaire du signal de localisation nucléa{idLS) de I'Ag T de SV40 ajouté au
domaine d’activation GAL4AD de la protéine GALA4.
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6. pPGADT?

Le vecteur pGADT7 exprime des protéines en fusiod@maine GAL4AD de la protéine
GAL4. Dans la levure, I'expression des protéinesfudgon est sous la dépendance du
promoteur constitutif ADH1. Le signal de terminaishDH1 est responsable de l'arrét de
la transcription. Les protéines de fusion sontliséas dans le noyau de la levure car la
séquence de localisation nucléaire du SV40 a é@wtég au domaine GAL4AD de la
protéine GAL4. pGADT7 contient également le promoteT7, un épitope HA et une
cassette de clonage. Ce vecteur se réplique & gastiorigines de réplication pUC ef12
respectivement darts colietS. cerevisiael.e gene de résistance a 'ampicilline permet la
sélection dang. colialors que le géneEU2 est un marqueur nutritionnel auxotrophique

utilisé pour la sélection dans la levure.

7. PACT (pACTII)

Tout comme le plasmide pGAD424, le plasmide pACiHm I'expression d’'une protéine
fusionnée a la partie C-terminale du domaine diatitbn de la transcription de GAL4. La
synthese de la protéine de fusion est sous ledendfun promoteur et d’'un terminateur
ADHL1.

8. pBSM (pBluescribe)

Dérivé du pUCL19, il contient une origine de rédima ColE1, un gene de résistance a
I'ampicilline etune cassette de clonage bordée par les promot8ues T/ située dans le
géenelacZ, permettant unesélection blanc/bleu des colonies en présence *X-@t
d'IPTG. Les ADNc du BNYVV sont clonéglans ce vecteur, qui permet, apres
linéarisation, la transcriptiom vitro d’ARN viraux artificiels infectieux. Il faut noteque
'ADNc de '’ARNS5 sous le contréle du promoteur T7# cloné dans le vecteur pUC19
(Link et al, 2005).

9. pB35

Ce vecteur est dérivé du plasmide pBSM (pBluesgritbeontient en aval du promoteur
de la polymérase du bactériophage T7 la séquendécAdomplete de 'ARN3 (nts 1 a
1774) suivie de 70 résidus adénines et permetatbupein vitro des ARNS3 infectieux. Le

plasmidepRep25Ncodérive de pB35 et possede le site unique de réstricd placé au
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niveau de la séquence d'initiation de la traductienla protéine p25. Ce plasmide a été

utilisé pour introduire dans 'ARN3 les séquencegpbtéines p25 modifiées.

10.  pBin 61 (Voinnetet al, 2000)

Ce vecteur est dérivé du pBin 19 (Bevan, 1984). B&NA délimité par les bordures RB
et LB contient le gene de résistance a la kanarayblRT Il codant pour la néomycine
phosphotransférast une cassette de clonage flanquée du promot&uet3du terminateur
35S du CaMV. Ce vecteur possede une origine decadiph BHR(Broad Host Range) a

large spectre d’h6te permettant a la fois la répilbm dan<E. coli et dansA.tumefaciens

11. pBin plus

Le plasmide binaire pBin plus (van Engelenal, 1995) (basé sur le vecteur pBin 19),
d'une taille de 12,4 kb, a été utilisé pour l'iivéition de feuilles déN. benthamianall
comporte deux origines de réplication. Le site édication originellement présent dans
pBin 19, RK2, entraine un taux de réplication failiTelui-ci est augmenté d’'un facteur 4
par I'ajout du site ColE1. Ce plasmide comportdedgant le gen&IPTII, sous le contrdle
d’'un promoteur bactérien. Il contient de plus léguences flanquantes du T-DNA (LB et
RB) qui permettentyia Agrobacterium tumefacienk transfert de l'information contenue
entre elles dans le génome nucléaire du matérggdtaé Entre ces séquences flanquantes,
on trouve le géndacZ', permettant de réaliser la sélection blanc/blea. géne est
interrompu par une cassette de clonage avec kesAstl et Pacl aux extrémités. On y
trouve aussi le gendPTII qui confere la résistance a la kanamycine sousrér@e du
promoteur et du terminateur NOS du gene de la mmpaynthase. Cette résistance
permettra la sélection du matériel végétal tramséorDans pBin plus, contrairement a
pBin 19, I'extrémité 3' de ce gene se trouve jastété de la bordure gauche du T-DNA.
Comme le T-DNA est transféré de droite a gaucltseplantes résistantes a la kanamycine

auront vraisemblablement intégré la totalité deieil

12.  pIVEX®2.3(In Vitro EXpression, Roche)

Ce vecteur, d’'une taille de 3530 pb, est utiligg dé surexprimer la protéine p25 dans un
systéme procaryotique ou la transcription et lducdion sont couplées. Ce systeme est
nommé RTS8 (Rapid Translation System) et commercialisé pasdeiété Rocle Ce
vecteur possede l'origine de réplicationEd’coli ainsi que le gene de résistance a

I'ampicilline. Un promoteur T7 se trouve en amoetld cassette de clonage suivi d’'une
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région RBS (Ribosome Binding Site) permettant Xatiobn des ribosomes. La cassette de

clonage est délimitée en aval par le terminateur T7

13. pPpGEX-2TK (Pharmacia Biotech)

Ce vecteur dérivé du pGEX-2T code pour la GST @&hion-S-Transferase). Il contient
une cassette de clonage permettant de cloner le géntérét en fusion avec la
glutathione-S-transférase (GST). La protéine fuséena la GST est exprimée d&nscol.
Ces protéines de fusion peuvent étre clivées pidaréenbine qui permet de séparer la GST
et la protéine d’intérét produite. La GST est staugontrdole du promoteuac qui est
inductible par I'analogue du lactose isoproflyD thiogalactoside (IPTG). Ce vecteur
contient également le gérdaclg qui code pour un répresseur capable de se fixer
promoteurtac, bloquant ainsi I'expression de la protéine fusianr@éla GST jusqu’a
I'induction par I'PTG.

PGEX-2TK est spécialement concu pour permettre deeadion directe des protéines
exprimées par I'étiquetage des produits de fusionitro. Ce vecteur contient la séquence
de reconnaissance pour la sous-unité catalytigue geotéine kinase AMPc-dépendante
obtenue a partir du muscle cardiaque. Les prot&npsimées peuvent étre directement
étiquetées au moyen de la protéine kinasg-BBR] ATP et étre facilement détectées par

les techniques radiométriques ou autoradiographkique

14. pET
Le plasmide pET (Studiest al, 1990) dérivé du pBR322 est utilisé pour surexpritia
protéine d'intérét dank. coli. Il confére la résistance a I'ampicilline. Le vaat utilisé
contient la séquence codante pour la protéine pifidedée de 6 His en C-terminal. La
séquence de la protéine pl4 est clonée en avalotoopeur du phage T7, reconnu par la
T7 RNA polymérase.

15. pVTU-102(Vernetet al, 1987)

C’est un vecteur d’expression dans la levure guitieat un polylinker pour le clonage
dans une cassette d'expression qui comprend leopeamet la séquence 3' du géne
ADHL1. Le clonage dans ce vecteur a été réalisétiisant la technique de Gateway. I
peut se répliquer darts. coli (sélection par la résistance contre I'ampicilliet)chezS.

cerevisiag(sélection par complémentation d’ura3).
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16. pEntry 221(Invitrogen)
C'est un vecteur d’entrée qui porte la séquenceté&tét flanquée par des sites de

recombinaisorattL.

17. plll/IMS2 (Senguptaet al, 1996)

pllI/MS2-1 est un vecteur navette de levukesctoli dans lequel un promoteur ARN
polymérase Il dirige la transcription d'un ARN ¢emant deux sites MS2 en tandem. Un
site unique de restrictioBma peut étre utilisé pour insérer une séquencetartesans le
systeme triple hybride. Dans ce vecteur, le Sibed est localisé a I'extrémité 3' de la
protéine de capside MS2. Ce plasmide est multiecdpihs la levure et porte un marqueur
URAZ3 de levure. CheE. coli, le plasmide confere une résistance a I'ampieillin
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% METHODES

l. Infections virales, agroinfiltration et transfection de cellules
1. Infections virales

I Obtention d’ARN viraux du BNYVV
Chaque feuille de plantes d€. quinoa agées de 6 a 8 semaines est inoculée
mécaniquement par 25 ul d’'une solution contenatAlBN1 et 2 du BNYVV issus de
transcriptionin vitro (50 pg/ml de transcrits ; 0,5 pg/ul d’ARN total ldgure ; KHPO,
50 mM ; macaloide 0,05 %), apres avoir saupoudrieudle de célite pour créer des
micro-blessures en cassant les poils épidermigagitdnt I'entrée du virus. Sept jours
aprées inoculation, les feuilles sont récoltée®etARN totaux sont extraits. Cette solution
d’ARN totaux renfermant les ARN viraux 1 et 2 eéhdmmée Stras12. Les ARN1 et 2 du
BNYVV étant nécessaires et suffisants pour permetr réplication des autres ARN
génomiques de ce virus, Strasl2 pourra étre @il@ir I'inoculation d’autres plantes en
présence ou non d'un ou de plusieurs autres ARMNg&Eues viraux entiers ou mutés

synthétisés par transcriptiamvitro.

ii. Synthese des ARN artificiels cappés
La transcriptionin vitro permet d’obtenir des ARN a partir de clones d’ADMns le cas
des clones complets d’ADNc du BNYVV, les ARN adiéls obtenus, identiques aux
ARN viraux, sont biologiquement actifs. La tranpton est réalisée a partir d’ADN
plasmidique recombinant contenant un promoteur algébophage T3 ou T7 situé en
amont du fragment d’ADN a transcrire. L'ADN plasngde est au préalable digéré par
une enzyme de restriction dont le site unique sever directement en aval du fragment
d’ADN a transcrire afin de limiter la transcriptian I'insert. La réaction est réalisée a

37 °C en présence de7@pppG encore appelé cap ou coiffe, selon les dondidétaillées
dans letableau MM.3. Afin de favoriser I'incorporation de la coiffega kkoncentration en
GTP est limitée pendant les 30 premiéres minutegédetion puis augmentée pour
permettre l'allongement des ARN synthétisés. Lesdcrits obtenus sont analysés par

électrophorese en gel d'agarose 1 % natif.
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Tableau MM.3 : Protocole de transcriptionin vitro.

Obtention de transcrits cappés
ADN linéarisé 1 pg/ul 1l

Tampon de transcription X 5
Tris-HCI 200 mM, pH 7,5

MgCl,120 mM 5 ul
Spermidine 10 mM
DTT 100 mM
rATP, rCTP, rUTP 12,5 mM 1,5 ul
rGTP 0,625 mM 1,5 pl
BSA 2 mg/mi 1l
RNA-Guard 38 U/ul 0,7 ul
m'GpppG 15 mM 1ul
ARN polymérase du phage T7 ou T3 50 U/ul 1l
20 12,3l

Incubation 30 min a 37 °C

rGTP 12,5 mM

. 1,5l
Incubation2 a4 ha 37 °C

il Inoculation mécanique d’ARN viraux sur plantes

Pour l'inoculation mécanique de plantésenopodium quino@gées de 6 a 8 semaines,
chaque feuille est saupoudrée de célite afin deriser les blessures mécaniques et de
faire pénétrer les ARN viraux dans les celluless frottée délicatement avec 10 a 30 pl
de solution d'inoculation (10 pg de transcrits $&imentés de 5 pug d’ARN totaux de
plante infectée par les ARN1 et 2 (stras 12); 1@eltampon phosphate de potassium
(KH.PQO,) 500 mM pH 7,5 ; 8 ul de macaloide 0,05 % ; eétilstqsp 100 pl) en fonction
de la taille de la feuille. Apres 6 a 8 jours dese, les feuilles inoculées sont récoltées, les
lésions récupérées et broyées pour en extrairele®iARN totaux, soit les protéines

totales.
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2. Expression transitoire par agroinfiltration de feuilles

Pour I'expression transitoire de protéines dansédisiles de I'épiderme, les agrobactéries
(Agrobacterium tumefaciepsont cultivées pendant 18 h a 28 °C dans 5 mindieu
sélectif LB liquide (bactotryptone 1 % ; extrait sure 0,5 % ; NaCl 0,5 % ; pH 7,4),
additionné de rifampicine (100 pg/ml) et d'antilgoie adéquat pour la sélection du
plasmide binaire (kanamycine 50 pg/ml ou spectinngy100 pug/ml). Les bactéries sont
centrifugées 15 min a 50@) et le culot est repris dans un volume de miligofittration
(MgCl, 10 mM ; acétosyringone 200 uM) en ajustant lagda & 1. Les bactéries sont
incubées dans ce milieu a température ambianteapéeBdch pour permettre I'activation du
transfert. Les plantes au stade de croissanceilefesont incisées lIégérement au scalpel
sur la face inférieure des feuilles, puis infilséavec la suspension bactérienne a l'aide
d’'une seringue sans aiguille. Le maximum d’exprssist généralement atteint au bout de
2 a 5 jours post-infiltration, ou les feuilles peuav étre récoltées pour I'analyse et/ou

I'observation en microscopie confocale.

3. Transfection de cellules BY-2 de tabac par bistique

Des constructions de fusion du gene codant po@HR avec la protéine p25 sauvage ou
mutée ont été construites dans le vecteur pCK Bowsntrole du promoteur 35S. Ces
constructions ont été utilisées pour le bombardérdercellules BY-2. Six a 20 h apres
bombardement, les cellules transformées fluoressestnt prélevées a I'aide d’'une loupe
binoculaire couplée a une lampe a vapeur de meidB®@103W (émission/ excitation

488/505-545 nm) et observées en microscopie colgfoca

I Principe
Cette technique repose sur la capacité a introdiares des cellules, par biolistique, de
I’ADN ou de I'ARN adsorbé sur des particules degsténe ou d’or. L’ADN utilisé doit
comporter un promoteur et un terminateur de tr@oison eucaryotique de part et d’autre
de la séquence a exprimer.
Un canon a particules permet la transformation elkiles par I'introduction de I'’ADN
adsorbé sur des particules de tungsténe. L'appestedonstitué d’'une chambre de tir dans
laquelle un vide partiel est créé (0.8-0.9 bark bhéles de tungsténe sont placées sur une
grille métallique dans une buse située dans laepartpérieure de la chambre de tir a

11 cm des cellules BY-2. La buse est reliée a ungeille d’hélium par l'intermédiaire
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d’'une électro-vanne qui permet de libérer a tralefsuse une déflagration de durée et de
pression déterminées (25 ms, 7 bar). La déflagraiiojette les particules de tungsténe sur
les cellules BY-2 placées sur un filtre Whatmarpa$€es sur un milieu solide MS dans

une boite de pétri.

ii. Culture de cellules BY-2 de tabac
Les cellules de tabac sont maintenues en cultquédié, & 27 °C, a I'obscurité, et agitation
constante (130 rpm), dans du milieu Murashige eto§kbasal (Duchefa), complémenté

avec de la thiamine (1 mg/ml), du KPO, (200 mg/ml), de [Iacide

2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4 D) (0,2 mg/ml),sdeccharose (3 %) (poids/volume) et
du myoinositol (100 mg/ml) (milieu MS). Les cellslsont repiquées tous les 7 jours par

transfert de 3 ml de culture dans 100 ml de mifiais.

Iii. Préparation des cellules pour le bombardement
5 ml de cellules de tabac BY-2 de 4 jours sont déps stérilement sur un disque de papier
filtre (@ 3,5 cm) par aspiration douce. Le filtrgt ensuite placé dans une boite de pétri sur
du milieu de culture BY-2 additionné de 1,5 % diaga100 mM de mannitol et sorbitol
nécessaire a la plasmolyse des cellules. Les mitdsincubées pendant 5 a 12 h a 24 °C

et a I'obscurité.

\2 Précipitation de I'’ADN plasmidique sur les paticules de tungsténe et
bombardement
2 mg de billes de tungstene M17 (1 um) sont mékesg@gél ml d’éthanol absolu, puis
vortexées en continu pendant 3 min et laisséesiBGrtempérature ambiante. Les billes
sont alors séchées 5 min sous vide et resuspeddnss33 ul de glycérol 50 %, puis tout
en vortexant, 10 pl d’ADN (1 pg/ul), 33 ul Cg@IM et 15 pl de spermidine 0,5 M sont

rajoutés. Le tout est reposé 30 min a températmigaamte, centrifugé 1 min a 5000 g et
lavé par 150 ul d’éthanol 70 % puis par 150 ulltiébl absolu, avant d’étre finalement
repris dans 30 ul d’éthanol absolu. Les particgl@st conservées a 4 °C et sont prétes
pour le bombardement. 6 pl de billes en suspensont utilisées par tir, et

4 bombardements répartis sur 2 boites de pétrenant les cellules BY-2 sont effectués

pour chaque construction. Aprés bombardement,iltessfainsi traités sont transférés sur
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de nouvelles boites de pétri avec un milieu deucallBY-2 sans sorbitol, ni mannitol, puis

sont mis a incuber quelques heures a 24 °C ebadigité.

4. Transfection de protoplastes de tabac BY-2 pa¥lectroporation

I Obtention de protoplastes de tabac BY-2
Des cellules agées de 4 a 5 jours sont collectéesgntrifugation de 5 min a 800 rpm.
Apres avoir éliminé le surnageant, le culot estisedélicatement en suspension dans un
volume de solution enzymatique (contenant 0,1 Ypedttolyase Y23 ; 1 % de cellulase RS
Onozuka, Japon) et 100 ml de solution | (0,45 M mitah; MES 3,6 mM, pH 5,5). Le tout
est transféré dans une boite de pétri scellée duegarafiim et placé sous agitation a
I'obscurité dans une chambre d’incubation a 30 éadant au moins 3 h. L'observation au
microscope optique permet de suivre I'état de digesdes cellules. Le passage des
structures en chapelet caractéristiques des suspsrcellulaires BY-2 a des protoplastes
sphériques et individualisés indique un état destign suffisant. 10 ml de solution | sont
ajoutés dans la boite de pétri, puis les protopsasont filtrés sur un tamis d’une porosité
de 100 um afin d’éliminer les débris cellulairegrés 2 lavages par centrifugation a 800
rpm avec la solution I, les protoplastes sont cénsiur une cellule de Malassez et leur
concentration est ajoutée a 2/l avec de la solution Il (MES 3,6 mM ; 0,1 mM GaC
0,45 M mannitol) et mis a 4 °C (Gaie¢ al, 1999).

ii. Electroporation de protoplastes de tabac BY-2

0,5.10 protoplastes sont électroporés en présence dgctisnsynthétisém vitro (10 pg

de 'ARN1 et 5 pg des ARN2 et/ou 3) dans une cevel€lectroporation dont les
électrodes sont distantes de 4 mm (capacité 125qtsion 180 V ; résistance 1Q). lls
sont ensuite additionnés de 500 pl de solutiortriinsvasés dans un tube 1,5 ml et
conservés 30 min dans la glace. Cette solutiostla®rs éliminée par une centrifugation a
800 rpm pendant 2 min et les protoplastes, re@mns d.,5 ml de milieu de culture (milieu
BY-2 additionné de mannitol 0,45 M), sont finalem&ansférés dans des boites de pétri
de 3,5 cm de diameétre contenant de l'agarose a (B€aKem® LE agarose) dans du
milieu de culture. Les protoplastes sont incubdskiscurité pendant 24 a 48 h a 22 °C

sous lumiere diffuse sans agitation.
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[I. Manipulation des ADN

1. Clonage classique
I Amplification d’'un fragment d’ADN par PCR (Poly merase Chain
Reaction)
Cette technique permet l'amplificatiom vitro d’'un fragment d’ADN de maniére
exponentielle grace a [I'utilisation de I'ADN polynade thermostable d&hermus
aquaticus  (Taq). Elle nécessite I'utilisation de deux amaerce
oligodésoxyribonucléotidiques spécifiques de lausége a amplifier. La réaction se
déroule en 20 a 30 cycles dans un thermocycleupregrammant la répétition de
3 étapes : 30 sec de dénaturation de '’ADN a 980CGec pour I'hybridation des amorces
avec les brins matrices a une température compadidc la température de fusion des
amorces qui est déterminée par rapport au pougerda GC et d'une élongation des
amorces réalisée a 72 °C pendant une durée propoelie a la taille du fragment a
amplifier (1 min par Kb) selon I'enzyme utiliséeed. amplicons obtenus sont analysés sur
gel d’agarose et peuvent étre introduits dans cteuve.

i. Digestion par les enzymes de restriction
Les enzymes de restriction sont des endonucléasesmaissant souvent des séquences
palindromiques. Elles coupent les molécules d’ADbaténaires au niveau de séquences
spécifiques, générant des fragments ayant soiextedmités cohésives 5’ ou 3’ sortantes,
soit des extrémités franches. Chaque enzyme déctiest présente une activité optimale
dans un tampon spécifique et a une températureégorten général, I'incubation se
déroule pendant 1 a 2 h a 37 °C. Les fragmentgstaation sont ensuite analysés sur gel

d’agarose.

Iii. Déphosphorylation d’'un vecteur
La déphosphorylation empéche un vecteur linéareséedrefermer sur lui-méme lors de
I'étape de ligation et favorise ainsi I'insertion ftagment d’ADN a cloner.
La déphosphorylation est réalisée par action gehésphatase alcaline d’intestin de veau,
qui élimine les groupements phosphates 5’-termin&lette enzyme, thermostable, ne
présente pas de spécificité étroite vis-a-vis dampon d’incubation et peut donc étre
utilisée immédiatement apres digestion par une rapzyle restriction. L'enzyme est

ensuite éliminée par extraction phénolique.
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\2 Analyse des fragments d’ADN par électrophoresen gel d’agarose
Les fragments d’ADN obtenus par digestion enzynuatiqu par amplification PCR sont
analysés par électrophorése en gel d’agarose de %aselon la taille des fragments a
analyser. L’ADN, en solution dans le tampon de gbafTris-HClI 2 mM pH 8 ; EDTA
10 mM ; saccharose 5 % ; bleu de bromo-phénol 9)lest déposé sur le gel préparé
dans du tampon TBE X 0,5 (Tris-Borate 100 mM pH 8,EDTA 2 mM). Apres
électrophorese a 100 V dans le tampon TBE X 0,§elesst coloré au BET (Oig/ml) et

les fragments d’ADN sont visualisés sous lumiere UV

V. Mutagenése dirigée par "overlap extension" PCR
Cette technique a été utilisée pour effectuer deereences de mutagenese dirigée. Elle
consiste en l'extension de fragments chevauchamt gmaplification PCR "overlap
extension" PCR, (Haet al, 1989). Cette technique schématisée sufigare (MM.1)
nécessite quatre oligonucléotides amorces de Heén#édeux sont mutagénes (2 et 3) et
deux étapes successives d’amplification par PCR.apeorces 2 et 3 possédent une partie
complémentaire chevauchante contenant la mutatian l'gn veut introduire. Dans la
premiéere étape, deux amplifications par PCR salisé®es avec les couples d’amorce 1+3
et 2+4 respectivement. Les deux fragments d’ADNeobs$, qui possédent une région
commune, sont purifiés, afin d’éliminer la matripasmidique. Apres purification les
produits sont utilisés comme matrice dans la sexatdpe d’amplification par PCR en
présence du couple d’amorces 1+4. Le produit fig@néralement digéré par deux
enzymes de restriction, peut étre introduit dansesteur digéré par ces mémes enzymes

ou des enzymes produisant des extrémités compatible
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2
- —_— l BanHlI 3
3, « 5!
PCR /amorces 1 et 3 3 PCR /amorces 2 et 4 4
5 —f-
3 —f-
BanHI
_.= a 3’
_.= 5
PCR/amorces 1 et 4
1 l BanHlI
51 # . 3’
3, . « 5!
4

Amorces 1 : primer Sma25Nt, Nco25Nt ou Eco25Nt
Amorces 4 : primer Sal25Ct ou Dav25
@ mutation & introduire

Figure MM.1 : Représentation schématique du protode d’amplification utilisé pour
réaliser la mutagenese par PCRLes primer 1, 2, 3 et 4 sont les amorces nécessaila
mutagenese par “"overlap extension” PCR. Les oligéontides mutagénes ser?) (et
antisens §) sont utilisés conjointement & deux amorces teafag1(Sma25Nt, Nco25Nt ou
Eco25Nt,1 et Sal25Ct ou Dav25l) pour produire deux fragments PCR qui sont ensuite
hybridés I'un a l'autre pour servir de matrice @& weconde réaction d’amplification. Cette
seconde amplification nécessite uniquement les @saerminalesi(et 4). Le produit
d’amplification est ensuite cloné dans un vectelgxgtession (pCKGFP, pGBTY9,
pGAD424, pRep25Nco).

Vi. Ligation
La T4 ADN ligase catalyse la formation d’'une liaisghosphodiester entre les extrémités
3’ hydroxyle et 5 phosphate des molécules d’ADNesLfragments purifies d’ADN
peuvent étre ligués dans les conditions indiquées tetableau (MM.4).
Le milieu réactionnel est incubé 1 h a tempéraambiante ou une nuit a 4 °C pour
optimiser le rendement de la ligation. Aprés exiosc phénolique et précipitation a

I’éthanol, les produits de ligation sont repris sl&mwa 10 ul d’eau.
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Tableau MM.4 : Composition du milieu réactionnel néessaire a la ligation.

Composants Volume
Vecteur (50 pg/ul) 1l
Insert (50 pg/ul) 3 ul
Tampon de ligation rapide X 5 (Fermentas) 2 ul
T4 ADN ligase (1 U/ul) 1l
H>O gsp 10 pl 4 ul
vii.  Transformation bactérienne

a. Transformation par choc thermique
Les bactéries réceptrices qui vont subir une toansdtion doivent étre compétentes afin
de permettre I'introduction du plasmide. Pour celautilise des techniques permettant de
perforer les enveloppes bactériennes. La techrdgueansformation bactérienne par choc
thermique consiste a placer les bactéries comm@stetans un milieu riche en calcium en
contact avec ’ADN plasmidique dans la glace peh@@min, le mélange subit ensuite un
choc thermique (chauffage a 42 °C pendant 2 mwi siun refroidissement brutal dans la
glace). Les bactéries sont ensuite additionné€s5dml a 1 ml de LB et étalées sur milieu

géloseé sélectif. Apres croissance pendant uneriit°C, les colonies sont analysées.

b. Transformation par électroporation
Cette méthode de transformation tres efficace émliseée a I'aide d'un électroporateur
(BioRad) dans une cuvpréalablement refroidie dans la gladent les électrodes sont
distantes de 2 mm. Le contrleur d’'impulsions esjlé sur 25 puF de capacité et
2,5 kV/cm, la résistance étant ajustée a 2D030 pl de bactéries (souche MC1022)
compétentes sont décongelées dans la glace puittegoa 1 pl de produits de ligation.
Apres passage du courant électrique, les bactensadditionnées de 0,5 a 1 ml de LB,
incubées 30 min a 37 °C puis étalées sur milieasgesélectif. Apres croissance pendant

une nuit a 37 °C, les colonies sont analysées.
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viii.  Purification et analyse des clones recombirds

a. Préparation de petites quantités d’ADN plasmidige (minipréparation)
2 ml de milieu liquide sélectif sont ensemencémaibés une nuit a 37 °C sous agitation
avec une colonie recombinante. L’ADN plasmidique eedrait selon le kit Nucleospin®
Plasmide QuickPure. Cette technique permet deetraun ADN plasmidique
suffisamment pur pour étre analysé par digesti@yraatique, par séquencage et servir de

matrice pour la transcriptian vitro.

b. Purification d’ADN plasmidique (maxipréparation)
100 ml de culture (milieu liquide sélectif) sontsemencés par 100 ul de préculture, et
incubés une nuit a 37 °C sous agitation. L’ADN plaique est extrait avec le kit
NucleoBond® Plasmid purification selon une techeiquodifiée de lyse alcaline qui
repose sur une purification sur colonne de silite @obtenir un ADN de qualité et en

guantité suffisante.

c. Analyse de I’'ADN plasmidique par séquencage autwatique
L’analyse par séquencage d’ADN est basée sur ldhadét de synthése interrompue
(Sangeret al, 1977), méthode qui a été modifiée pour la Tag APblymérase
(Murray, 1989) et adaptée a l'utilisation de didésibonucléotides (ddNTP) couplés a
des fluorochromes (Smitlet al, 1986). Les séquences sont obtenues par séparation

électrophorétique capillaire sur un appareil ABsER® 3100 (Applied Biosystem).
2. Clonage GATEWAY®

La techniqgue Gateway est une méthode de clonageergeile, rapide et hautement
efficace permettant de transférer des fragment®NAlans des vecteurs multiples. Cette
technologie utilise le systeme de recombinaisoplthge lambda pour faciliter le transfert,
entre vecteurs, de séquences d’ADN hétérologues)itzes des siteastt modifiés. Le
systéme est basé sur deux réactions de recomhindisot d’abord, la réaction BP permet
la recombinaison d’'un substrat flanqué de séqueattBs(produit de PCR flanqué des
séquenceattB) avec un vecteur donneur flanqué des séquealtties ce qui génére un
clone d'entrée flanqué des sitalL. Cette réaction est catalysée par la BP Clofase

enzyme mix (composée d’intégralse et de facteur d’intégratiorHF). Une fraction de
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cette réaction est directement utilisée pour tansér des bactéries TOP10. La sélection
se fait par deux mécanismes : le gene ccdB (doptdduit est toxique pour la bactérie)
permet d’effectuer une sélection négative, et leegie résistance a un antibiotique permet,
lui, d’effectuer une sélection positive. Les clomessitifs, vérifiés par séquencage, sont
utilisés pour la seconde réaction de recombinaiskan réaction LR. Elle permet la
recombinaison d’'un substrat flanqué de séqueartite(vecteur donneur) avec un vecteur
de destination flanqué des séquera#R. Cette réaction catalysée par la LR ClofN4se
(composée d’intégrasknt, d’excisinase Xis et de facteur d’integratitiF) génére le
vecteur d’expression (vecteur bridge) utilisé ptoansformer les levures.

L’avantage principal de cette technique est qu'seguence d’ADN peut étre clonée dans
des vecteurs multiples adaptés a des systemesdivess que les bactéries, les cellules de
mammiféres ou encore les cellules de plantes, passer par des étapes de digestion-
ligation.

Les conditions générales de la réaction sont cqlleposées par Invitrogen. Pour la
réaction BP, 40-100 fmol de produit PCR, 300 ngeleteur donneur et 1 pl de BP clonase
Il sont nécessaires. Le volume final est de 5 plirPa réaction LR, 100-300 ng de clone
d’entrée, 300 ng de vecteur de destination et deulR clonase Il sont nécessaires. Les
réactions de recombinaison s’effectuent a tempeérambiante pendant une nuit et sont
stoppées par addition de protéinase K a 0,1 pg31l € pendant 10 min. Tous les clones

obtenus apres I'étape BP sont vérifiés par séqgenca
[ll.  Manipulation des ARN

1. Extraction et purification des ARN
I Extraction des ARN au TRIZOL® Reagent (Invitrogen™)
Le matériel végétal est congelé et réduit en poudmes de lI'azote liquide puis 100 a
200 mg sont broyés en présence de 1 ml de trizmé#A5 min a température ambiante,
200 ul de chloroforme sont ajoutés et le tout est vateka nouveau laissé a température
ambiante 2 min. Apres centrifugation 15 min a 4 I[&Csurnageant est prélevé, auquel est
ajouté un volume d’isopropanol 100 %. La préciptades ARN nécessite une incubation
de 20 min a température ambiante, puis les ARN salotés par centrifugation 30 min a
4 °C, et lavés a I'éthanol 70 %. Les culots soohéé 5 min a I'air puis repris dans 30 pl
d’eau stérile. La qualité et la quantité des ARMtsanalysées sur gel d’agarose et par

spectrophotométrie.

299



Matériel et methodes

ii. Extraction des ARN au tampon "polysomes”
Une a vingt Iésions locales sont broyées dans 200 %00 ul de tampon "polysomes”
(Tris-HCI 200 mM pH 9 ; KCI 400 mM ; saccharose 20 ; MgCL 35 mM ; EGTA
25 mM). Les échantillons sont purifiés au phénoispau phénol-chloroforme-alcool
isoamylique (25:24:1). A la phase aqueuse sontéga?i volumes d’éthanol 100 % afin de
précipiter les ARN. Apres 20 min a -20 °C, les wbent centrifugés 10 min a 13000 rpm.
Les culots sont repris dans 200 pl d’acétate dauso@ M pH 5,6, ce qui solubilise les
ADN et petits ARN. Une centrifugation de 10 min 2000 rpm est suivie d'un lavage du
culot par I'éthanol 70 %. Les culots d’ARN sontrismlans 20 a 50 ul d’eau stérile.

Iii. Extraction des ARN a partir de levures
Des pré-cultures de levures sont lancées le sos 8anl du milieu sélectif adéquat puis
incubées a 30°C sous agitation. Le lendemain metpartir de ces pré-cultures, des
levures a une densité optique (DO),A = de 0,1-0,2 sont ensemencées dans 10 ml du
méme milieu et cultivees a 30 °C jusqu’a une DQ A de 0,6-0,8, puis centrifugées a
4 °C pendant 3 min a 3000 g. Le culot est remisuwspension dans 1 ml d’eau stérile,
transvasé dans un tube de 1,5 ml et centrifug€@ gendant 30 sec a 3000 g. Le culot
obtenu est resuspendu dans 400 ul de tampon TE&KALOris-HCI pH 7,5; 10 mM
EDTA; 0,5 % SDS), 400 pl de phénol sont ensuiteutds puis vortexés fortement
pendant 10 sec. Les tubes sont incubés a 65 °GapeBa a 60 min et de temps en temps
vortexés brievement suivi par une incubation dangldce pendant 5 min. Les tubes sont
centrifugés a 4 °C pendant 5 min a 13000 rpm. Lasphaqueuse est ensuite transvasée
dans un nouveau tube de 1,5 ml contenant 400 phderol. Les tubes sont ensuite bien
vortexés et incubés dans la glace pendant 5 mm qaritrifugés a 4 °C pendant 5 min a
13000 rpm. La phase aqueuse est de nouveau traesdass un tube de 1,5 ml avec
400 pl de chloroforme, les tubes sont vortexésfoent puis centrifugés a 4 °C pendant
5 min a 13000 rpm. La phase aqueuse est ensuitsvésée dans un tube de 1,5 mi
supplémentée par 40 ul de 3 M acétate de sodiuf,Het 1 ml d’éthanol 100 % puis les
tubes sont incubés a -20°C pendant 10 min et éegds a 4 °C pendant 5 min a
13000 rpm. Les ARN sont lavés a I'éthanol 70 %gqaentrifugation & 4 °C pendant 5 min &
13000 rpm. Les culots sont remis en suspension slapd d’eau stérile. La concentration
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est déterminée par le spectrométre en mesuranDIl&4gnm puis les ARN sont analysés

par northern-blot ou conservés a -20 °C.

\2 Test d’encapsidation(Jupinet al, 1990)

Afin de définir si un ARN est encapsidé dans urniqae virale, deux extractions d’ARN
sont effectuées en paralléle : une extraction ayda polysomddecrite précedemment),
et une au Tris-MgG! L’extraction au Tris-MgGl permet de ne conserver que les ARN
encapsidés. Ainsi, trois Iésions sont prélevéesdfeuille infectée et sont broyées dans
500 pl de tampon Tris-Mggl(Tris 100 mM ; MgC} 10 mM ; pH 7,5). Le broyat est
incubé a 37 °C pendant 30 min afin de laisserlagiRNases présentes dans I'extrait. Des
purifications au phénol puis au phénol-chloroforsent réalisées. Le surnageant est
prélevé et les ARN sont précipités avec 150 mM @INet deux volumes d’éthanol
100%. Le culot obtenu est repris dans 200 ul ddeétle sodium 3 M pH 5,6, laissé
30 min a -20 °C et vortexé. Apres centrifugationn3@ a 4 °C a 13000 rpm, le culot est

lavé a I'éthanol 70 %. Les ARN peuvent ensuite &tralysés par northern-blot.

2. Analyse des ARN par hybridation moléculaire

I Analyse d’ARN de haut poids moléculaire par nathern-blot

Un volume d’ARN totaux (5 pg) est resuspendu dansldmes de tampon de charge
dénaturant (HEPES-KOH 20 mM pH 7,8 ; EDTA 1 mM nfiamide 50 % ; formaldéhyde
6 % ; bleu de bromophénol 0,005 % ; BET 0,001 %Qhetuffés a 65 °C pendant 5 min.
Les ARN ainsi dénaturés sont déposés sur gel diagaténaturant (agarose 1 % ; HEPES-
KOH 20 mM pH 7,8 ; EDTA 1 mM ; formaldéhyde 6 %)a Imigration s’effectue a 80 V
dans du tampon HEPES (HEPES-KOH 20 mM pH 7,8 ; EOTAM) jusqu’au bas du
gel. Les ARN sont ensuite transférés sur membragbohi™ - NX (Amersham
Biosciences) par capillarité dans du tampon SSQ (S&C x 1 : NaCl 150 mM ; citrate de
sodium 15 mM) pendant toute la nuit. Les ARN sarduite fixés par irradiation aux UV
(254 nm, 120 pJoule/cm?) sur la membrane dans parepp Stratalinker® UV Crosslinker
(Stratagene). La membrane placée dans un cylirefrgré-hybridée dans un four a 60 °C
avec 10 ml d’'un tampon d’hybridation pour ribosor{f@mamide 50 % ; SSC x 5 ;
Denhardt 0,16 % ; tampon phosphate 50 mM pH 6[8S 8,1 % ; ADN 250 pg/ml ; ARN
500 pg/ml) ou désoxyribosonde (PerfectHyb ™ Plugm&). La sonde est ajoutée une

heure apres, et I'hybridation est conduite pendsr@ nuit a 55 °C. Des séries de trois
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lavages sont effectuées en utilisant des solutienstringence croissante (SSC x 2 ; SDS
0,1 % puis SSC x 0,2 ; SDS 0,1 %) a une tempérares °C. La membrane est séchée

puis la radioactivité est détectée par autoradfigeaou par phosphorimaging.

i. Synthése d’'une sonde ADN marquée aw{**P] dCTP

Un amplicon obtenu apres réaction PCR spécifiquéa degquence a cibler est purifié et
25 ng de cet ADN sont dénaturés a 100 °C et refraidtantanément dans la glace. Pour
synthétiser la sonde, le kit Prime-a-gene® LabeBiggtem (Promega) est utilisé : 10 ul de
tampon x 5 (Tris-HCI 250 mM pH 8 ; Mg&€25 mM ; DTT 10 mM ; HEPES 1 M pH 6,6 ;
random hexanucléotides) u2d’'un mélange dATP, dGTP, dTTP (500 um) ; 2 uBS&A

(10 mg/ml) ; 2,5 pl deo-*3P] dCTP (3000 Ci/mmol ; 10 mCi/ml) ; 1 pl de KlendiNA
Polymerase | Large Fragment, 5 U/ul) ; eau stégdp 50 pl. La réaction s’effectue
pendant 1 h a température ambiante. La sonde gBéesur colonne Microcon® YM-30

(Millipore) et ajoutée au tampon d’hybridation @enhembrane.

iii.  Synthése de sondes ribonucléiques marquées pu?P] UTP
Le plasmide contenant la séquence complémentdaeséquence d’'intérét, sous controle
d’'un promoteur T3, T7 ou Sp6, préalablement lirsgagar digestion de restriction en aval
de la séquence a transcrire, est soumis a unetigticsn en présence d’UTP radiomarqué.
La réaction se fait dans les conditions suivantesig d’ADN linéarisé ; 2 ul de tampon
x 10 (Tris-HCI 400 mM pH 8 ; MgGI100 mM ; DTT 100 mM ; NaCl 100 mM ;
spermidine 40 mM) ; 1 ul d’'un mélange de rATP, rGERPGTP (12,5 mM) ; 1 pl de rUTP
(0,5 mM) ; 2 pl de ¢-*3P] UTP (3000 Ci/mmol ; 10 pCi/pl) (Amersham Biosuies) ;
1 pl de BSA (2 mg/ml) ; 0,5 ul d’inhibiteur de RNa&0 U/ul) ; 1 ul de RNA polymérase
T3, T7 ou Sp6 (50 U/ul) ; eau stérile gsp 20 plréaction se fait par incubation du milieu
réactionnel a 37 °C pendant 1 h 30, puis I’ADN ncatest dégradé par addition de DNase
RQ 1 (1 U) (Promega) pendant 30 min a températmigamte. La sonde est alors purifiée
par traitement au phénol/chloroforme, précipitd&thanol 100 % en présence d’acétate
d’ammonium 2 M final, et resolubilisée dans 50 [dadl stérile apres centrifugation de
20 min a 13000 rpm.

iv.  Marquage d’oligonucléotide au §->*P] ATP
La T4 polynucléotide kinase est utilisée pour l@gghorylation des oligonucléotides en

permettant le transfert du phosphatTP) sur I'extrémité 5-OH d'une molécule d’ADN
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ou d’ARN. La réaction se fait dans les conditions/antes : 4 pmol d'oligonucleotides
sont additionnés a la solution de marquage : Z2epthchpon PNK x 10 (Tris-HCI 500 mM
pH 7,6 ; MgC} 100 mM ; DTT 50 mM ; spermidine 1 mM ; EDTA 1 mM2,5 ul -32P]
ATP (10 uCi/ul) ; 0,5 pl RNasine (40 U/ul) ; 1 pNR (10 U/ul) ; eau stérile qsp 20 pl.
Le mélange est incubé a 37 °C pendant 30 min. Apues traitement au
phénol/chloroforme, le surnageant est passé surcalmmne MicroSpif¥ G-25 de GE
Healthcare pour éliminer Iey-sz] ATP non incorporé. Avant son utilisation, la sonde
purifiée est incubée 5 min a 65 °C.

IV.  Manipulation des PROTEINES

1. Analyse des protéines par western-blot

I Extraction des protéines totales
a. Extraction des protéines a partir de matériel vgétal
Les protéines extraites par broyage de 1 a 10 mgatériel végétal dans 150 pl d’'un
tampon de dissociation appelé Laemmli X 2 (Tris-H@Qb mM pH 6,8 ; SDS 5 % ;
glycérol 20 % B-mercaptoéthanol 5 % ; bleu de bromophénol 0,00%5L%gmmli, 1970)
a l'aide d'un microbroyeur, sont ensuite séparées deébris par centrifugation a
13000 rpm pendant 5 min, puis dénaturées par dgaifie 5 min a 95 °C.

b. Extraction des protéines a partir de cellules BY2
Les cellules BY-2 bombardées le soir, sont obseraéemicroscope confocal le lendemain
dans la matinée puis les cellules fluorescentesrganltées dans le milieu BY-2 (liquide).
Les protéines sont extraites par broyage de 20@guBde volume (cellules BY-2 dans le
milieu) dans 200 pl du tampon Laemmli X 2. Les @noeés sont séparées des débris
cellulaires par centrifugation a 13000 rpm pendantin, puis dénaturées par chauffage de
5mina95 °C.

c. Extraction des protéines a partir de levures
Des cultures de levures sont lancées le soir dank du milieu sélectif adéquat a 30 °C
sous agitation. Le lendemain matin, ces cultures sentrifugées 10 min a 5000 rpm. Le
culot est remis en suspension dans 2 ml d’eauestgtiis transvasé dans un tube de 2,2 ml

et a nouveau centrifugé 5 min a 13000 rpm. Le colotenu est ensuite remis en
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suspension dans 150 pl de solution (NaOH 1,85 fivmercaptoéthanol 7,5 %) puis
supplémenté par 150 ul de TCA 55 %. Les tubeseausuite incubés 10 min dans la glace
puis centrifugés a 4 °C pendant 15 min a 13000 tmrculot de protéines est resuspendu
dans la solution [80 ul PBS X 1 (8,76 g NaCl ; 1g88aHPQ;; 0.43 g KHPQOy; pH 7.4),

80 ul Laemmli X 2]. Les protéines sont ensuite sé&gm des deébris cellulaires par
centrifugation a 13000 rpm pendant 5 min, puis tiééas par chauffage de 5 min a 95 °C
ou de 3 a5 min a 65 °C pour la protéine pl14.

il. Séparation des protéines par électrophorese U gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE

Le gel constitué de deux couches successives pelenebncentrer les protéines afin de
mieux les séparer en fonction de leur taille. Lé de concentration est constitué
d’acrylamide 4 % ; de bisacrylamide 0,1 % ; TrisiH25 mM pH 6,8 ; SDS 0,1 %. La
résolution du gel de séparation est définie paoteentration d’acrylamide (acrylamide 8
a 15 % ; bisacrylamide 0,2 & 0,37 % ; Tris-HCI 874 pH 8,8 ; SDS 0,1 %). L’ajout final
de TEMED 0,05 % et de persulfate d’ammonium 0,0 &alyse la polymérisation de
'acrylamide avec le bisacrylamide entre deux pk&mqude verre. La séparation des
protéines est effectuée dans un tampon de migréfios 25 mM pH 8,3 ; Glycine 192
mM ; SDS 0,1 %) a 100 V pendant 2 h.

iii. Immunodétection des protéines par western-blo
Le principe de cette technique est de détecterdsemce d’'une protéine apres transfert sur
une membrane, a I'aide d’un anticorps spécifique.
Le transfert des protéines du gel de polyacrylamge membrane Immobildl
(Millipore™) est effectué dans un systéme Mini-Protean/Trdos{Bio-Rad®) & 80 V
pendant 1 h 30 & 4 °C dans un tampon Tris-HCI 25 pi8,3 ; Glycine 192 mM. La
membrane est ensuite pré-incubée 30 min dans duTRB®n 1 % (NaCl 140 mM ;
NaogHPO4 ; KHPQO, ; Tween 1 %) additionné de lait 5 %, avant I'ajolat I'anticorps
primaire a la concentration adéquate. Apres unesouis agitation a 4 °C, la membrane est
lavée 3 fois 10 min avec du PBS-Tween 1 %, puishge 2 h dans le tampon d’'incubation
avec I'anticorps secondaire couplé a la peroxydaseévélation se fait aprés 3 lavages de
la membrane avec du PBS-Tween 1 %, par autorapbgr grace au kit Lumi-light
(Roche®).
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2. Localisationin situ de protéines virale par microscopie confocale

I Préparation des échantillons de cellules BY-2
Les cellules BY-2 de tabac transformées par destamtions fusionnées a la GFP sont
visualisées et prélevées sous une loupe binocutaiuplée a une lampe a vapeur de
mercure HBO103W (émission/excitation 488/505-545ntr®s cellules prélevées sont

ensuite observées a I'aide d’un microscope confocal

ii. Observation au microscope confocal

Les observations ont été effectuées a l'aide d’ucrascope inversé (Axiovert) appelé
confocal a balayage laser Zeiss LSM 510 équipé dhjectif a immersion a eau 63 X,
d’ouverture numeérique 1,2. Pour nos études, deotéimes fluorescentes ont été utilisées.
Tout d’abord, la EGFP (enhanced GFP) dont le spet&xcitation est déplacé dans le
bleu par rapport a la GFP sauvage. L'excitationimale se fait a 488 nm et I'émission
maximale a 507 nm. En deuxiéme, la mRFP qui présen¢ excitation maximale a 584
nm et une émission maximale a 607 nm. Pour excégsmprotéines, nous avons utilisé les
raies 488 nm des lasers argon et hélium néon, ctrgpment. De méme, un jeu de filtres
adéquats a été disposé afin de récolter la lunéarse par la EGFP (filtre dichroique
d’excitation : 488 nm ; filtre d’émission LP 505 hrat par la mRFP (filtre dichroique
d’excitation : 543 nm ; filtre d’émission LP 560 hnba puissance du laser est réglée de
sorte a exciter suffisamment le fluorophore tougeitant la saturation des images afin de
réduire au maximum le phénomene de photoblanchiméatquisition des images est
réalisée a l'aide du logiciel LSM 510 de Zeiss. figares ont été assemblées sous Adobe

Photoshop (version 7.0) et image J (version 1.44c15

3. Localisationin situ de protéines virale par microscopie électronique

I Préparation des échantillons
Des morceaux de feuilles (1 x 5 mm) dequinoasont découpés a l'aide d'une lame de
rasoir directement dans la solution fixatrice (MBEW/NaHPO, 150 mM pH 7,4 ;
Glutaraldéhyde 3 %). Aprés une infiltration soudevpendant 15 min puis une incubation
de 2 h a 4 °C, le fixateur est remplacé par uneeadlution fixatrice (NabkPOy/NaHPO,
150 mM pH 7,4 ; Glutaraldéhyde 3 % ; acide picri@0e2%). Les échantillons sont incubés

pendant 16 h a 4 °C, puis lavés 2 fois 15 minauldistillée, et 4 fois 15 min avec du
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tampon NaHPQOy/NaHPO, 150 mM pH 7,4, puis incubés pendant 2 h dans ohgien
NaH,POJ/NaHPO, 150 mM pH 7,4 ; Os©0,1 %. Apres 4 lavages a l'eau distillée de
15 min chacun, les échantillons sont fixés dargti@e d'uranyle 2 % pendant 16 h a 4 °C.
Aprés 4 lavages de 10 min a l'eau distillée, lebastillons sont progressivement
déshydratés par différentes incubations dans Héthde plus en plus concentré : 10 min
dans I'éthanol 30 %, 10 min dans I'éthanol 50 %ani0dans I'éthanol 70 %, puis 20 min
dans I'éthanol 80 %, 20 min dans I'éthanol 90 %endin 2 fois 20 min dans I'éthanol
100 %. Avant inclusion, les échantillons sont sau@iune incubation de 20 min dans
l'oxyde de propylene 100 %, a une incubation denB0dans I'oxyde de propyléne/EPON
(1/1), puis a 2 incubations chacune d'l h dansQEEPLO0 %. Une pré-inclusion est
réalisée dans 'EPON 100 % (20 ml de EMbed 812 mlLde DDSA ; 8 ml de NMA ;
0,77 ml de DMP30) pendant 16 h & 20 °C, puis lisidn définitive est effectuée pendant
72 ha60 °C.

Des coupes ultra-fines d'une épaisseur de 90 nhréalisées a I'aide d'un ultramicrotome
Ultracut E Reichert-Jung, récoltées par flottaisan de I'eau et placées sur des grilles de
microscopie électronique recouvertes d'un film derntvar (0,25 % dans du

1,2-dichloroéthane). Les coupes sont ensuite sé@htsmpérature ambiante.

. Immunomarquage a I'or colloidal sur des coupesilltra-fines
La mise en évidence de la protéine est réalisémgrain sérum dirigé contre la protéine a
détecter, puis avec un deuxiéme sérum anti-lgG lécules billes d'or colloidal de 15 a
25 nm de diamétre. Seuls les antigenes présertsarfiace des coupes sont accessibles
aux anticorps. Les conditions d'incubation (agdotjlsant, température d'incubation) sont
choisies de maniére a obtenir le meilleur rappotitecle marquage spécifique et le bruit de
fond. Les traitements sont effectués par incubatesgrilles dans 2@ de réactif.
Apres une hydratation d'une minute dans l'eaulldsstiles grilles sont incubées pendant
30 min dans une solution de saturation PBS-BSA (IN&C| 140 mM ; KCI 2,7 mM ;
NaHPQ 1,8 mM pH 7,3 ; BSA 1 %). En paralléle, les antxsoprimaires polyclonaux de
lapin sont incubés pendant 1 h a 4 °C sous agitatio présence de PBS-BSA 1 %
supplémenté de 50 mg/ml de poudre acétoniquéhdmopodium quinoaette étape dite
"d’épuisement” permet de saturer les sites aspéei§i des anticorps et ainsi limiter la
révélation des protéines cellulaires. Apres cergdfion, le surnageant contenant les
anticorps épuisés est récupéré et utilisé poucyhier les grilles pendant 2 h a température

ambiante (dilution finale des anticorps 1/10 000esoels agitation. Les anticorps en exces

306



Matériel et methodes

sont éliminés par 4 lavages de 10 min sous agitatams du PBS. Les grilles sont ensuite
incubées pendant 2 h a température ambiante aseanteeorps secondaires anti-IgG de
lapin couplés a des billes d'or colloidal au 1/568adans du PBS-BSA 0,1 %. Enfin, les
grilles sont soumises a 4 lavages de 10 min darBBf, puis 3 lavages de 3 min dans

I'eau bidistillée avant d'étre séchées a temp@& atmbiante et observées au microscope.

Iii. Observation des coupes
Les observations des échantillons sont effectuges $ne tension d'accélération de 75 kV,

avec un microscope électronique a transmissioragHitH600).

4. Etude de l'activation de la transcription et tasts d’interaction protéine-

protéine

I Etude de I'activation de la transcription

a. Préparation des levures
Des pré-cultures de levures sont lancées le sois 8aml de milieu YPD a 30 °C sous
agitation. Le lendemain matin a partir de ces pi@ices, des levures a une DQoéhmde
0,1-0,2 sont ensemenceées dans 50 ml du milieu YRDl&vées a 30 °C jusqu’a une DO

Agoonmde 0,4-0,6, puis centrifugées 3 min a 5000 g. Letast remis en suspension dans

2 ml d’eau stérile, transvasé dans un tube de 2,2tma nouveau centrifugé 1 min a
4000 g. Le culot obtenu est ensuite lavé 3 foix&enl d’eau stérile et 2 fois avec 2 ml
d’une solution de TE/LIAc x 1 (Tris 10 mM pH 7,£DTA 1 mM ; acétate de lithium 0,1
M), puis repris dans 250 pl de solution TE/LIAcx 1

b. Transformation des levures

L’introduction des plasmides recombinants dans degches de levures HF7c, Y187,
AH109, L40 coat, R40 coat ou YBZ-1 est effectuélmrsde protocole détaillé dans le
tableau MM.5. La sélection des levures transformées est réatiaé étalement sur milieu
sélectif ne contenant pas de tryptophane (W), teudl) ou uracile (U) en simple
transformation ou ne contenant pas les deux otrdesacides aminés en double ou triple
transformation (prototrophie apportée par les wasteérives de pGBT9, pGBKT7 pour le
tryptophane ; pGAD424, pGADT7 pour la leucine effpd02, pllIMS2 pour l'uracile.
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Tableau MM.5 : Protocole de transformation de levues par les vecteurs dérivés de
pGBT9, pGBKT7, pGADT7, pGAD424, pACT, pVTU-102 et glI/MS2.

ADN plasmidique (0.5 mg/ml) 1l
ADN de sperme de saumon soniqué et bouilli (10 rfjg/m 5ul
Cellules (levures) 50 pl
PEG 40 % 350 pl

Incubation a 30 °C pendant 30 min
Choc thermique a 42 °C pendant 20 min
Ajout de 700 pl HO et mélange
Centrifugation 1 min a 4000 g
Reprise du culot dans 100 pj®istérile
Etalement sur milieu sélectif approprié
Incubation a 28 °C pendant 2 jours

c. Activation de la transcription dans le systemeimple hybride de levure
Pour caractériser la capacité d’auto-activation laléranscription dans la levure des
protéines ou de domaines de protéines fusionné&ALMBD, nous avons observé la
croissance de levures HF7c transformées avec &snples pGBT9 recombinants. La
croissance sur milieu gélosé SD-W permet de s’assl&r la présence du plasmide dans la
souche de levure et une croissance sur milieu @e®i3-WH permet de visualiser

I'activation de la transcription du gene rapportei83 par la protéine chimeérique.

ii. Tests d'interaction protéine-protéine

a. Interaction protéine-protéinein vivo

= Systeme double hybride de levure
@. Principe
La méthode du double hybride (ou Yeast Two-Hybrigst&m (Y2H)) consiste a
I'expression de deux candidats ('appat et la preiesemble dans la cellule de levure.
Cette technigue repose sur la reconstitution daatefur de transcription GAL4 ou LexA
fonctionnel qui va permettre I'expressiam vivo d’un gene rapporteur. Pour étudier les
interactions entre deux protéines, chacun des dmrale GAL4 (DNA-binding domain

[BD] et activation domain [AD]) est fusionné a lerdes protéines d’'intérét. Si les deux
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protéines interagissent, il y aura activation ddréascription du gene rapporteur placé
sous le contrdle du promoteur Gal4 par l'intermigediae la protéine GAL4 reconstituée
(figure MM.2).

messa er
messa r
messa

messa

promoteur

Figure MM.2 : Schéma représentant le principe de &hnique de double hybride de
levure. Le principe repose sur la possibilité de sépaeidkux domaines d’un facteur de
transcription (GAL4). Le domaine de fixation a 'AD(BD) sera en fusion avec la
protéine X (appéat) alors que le domaine d’activatie la transcription (AD) sera en fusion
avec la protéine Y (proie). Ces deux domaines p®uveconstituer un facteur de
transcription chimérique fonctionnel lorsque latpmoe appéat interagit avec la protéine
proie. La formation d'un tel facteur de transcptiva induire I'expression de genes
rapporteurs IIS3 et/oulacZ) en permettant la croissance de levure dans leleagene
rapporteurHIS3 sur milieu dépourvu d’histidine. UAS, (Upstreamti&ating Sequence)
représente le site de fixation pour le facteurdedcription.

@. Méthode du double hybride par " yeast mating "
C’est une méthode utilisée pour introduire deuxsipigles dans la méme cellule hote
(Bendixenet al, 1994). Le pré-requis pour ce protocole est dpadier de transformants
de signe sexuéWlATa possédant les plasmides dérivés de pGBT9 et dehesude signe
sexuelMATa contenant les plasmides dérivés de pGAD424. Lalsode signdlATaet
la souche de signklATa sont cultivées ensemble et peuvent fusionner faaner une
cellule diploide contenant les deux plasmides retia@xprimer les protéines de fusion. Le
test d’interaction double hybride peut étre ainss mn place par simple sélection des
levures diploides sur milieu dépourvu de tryptoghende leucine.
L’obtention des souches diploides s’effectue equra de 96 puits stériles. Une culture de
levures est réalisée en milieu sélectif liquide les cellules sont récupérées par
centrifugation douce, lavées et reprises dans 5@Xpu stérile. Une fraction aliquote de
50 pl de chaque souche est inoculée dans chaqte pai plague est recouverte d'un

couvercle stérile et incubée dans un agitateur 36t a 300 rpm pendant 6 a 18 h. Les
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cellules sont récupérées par centrifugation dolasges a I'eau stérile puis reprises dans
50 ul d’eau stérile et une fraction aliquote deqeleacroisement (5 ul) est déposée sur
milieu gélosé SD dépourvu de tryptophane et leu¢BiB-WL) et éventuellement sur
milieu SD dépourvu de tryptophane, leucine et dhisé (SD-WLH). La croissance sur un
milieu SD-WL permet de visualiser la présence g¢oifiles et donc I'efficacité du mating,
tandis que celle sur SD-WLH reflete l'activation dne rapporteuHIS3 et donc
I'interaction entre les protéines d’intérét.

Pour I'analyse comparative des résultats, les leslldiploides sélectionnées sont ensuite
placées en culture, en milieu SD-WL liquide, leutes lavées et les suspensions sont

ajustees a une DO A de 0,4. Une fraction aliquote de 5 pl est dépasgemilieux

SD-WL et SD-WLH.

= Interaction protéine-protéine-protéine par une méttode appelée double

hybride de levure en présence d'une protéine adaptiéce exprimée par

I'intermédiaire d’'un vecteur bridge (appelée faussment triple hybride)
Le principe de cette méthode ne se distingue de daldouble hybride normal entre deux
protéines que par la nécessité de I'expressionedttoisieme protéine dans la levure. En
effet, cette troisieme protéine assure le ponteeds deux protéines fusionnées au
domaine de fixation a 'ADN (BD) et au domaine digation de la transcription (AD).
L’interaction de ces deux protéines de fusion aeeprotéine exprimée par un vecteur
bridge permet la reconstitution d’'un facteur dens@iption fonctionnel et la croissance
des levures sur milieu dépourvu du géne rappodioisi HIS3 oulac?) (figure MM.3).
Nous avons adopté cette approche en utilisantuaheAH109. Cette souche a été co-
transformée par les trois plasmides (pGBT9 ou pGBKpVTU102, pGAD424 ou
pGADT7), puis la sélection des transformants s’&st sur milieu dépourvu de
tryptophane, uracile et leucine (SD-WUL) correspamtd aux vecteurs utilisés
respectivement. La croissance des levures surundé&pourvu de tryptophane, uracile,
leucine, adénine et histidine (SD-WULAH) ou (SD-WHLindique la formation d’un

complexe entre les trois protéines testées.
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Figure MM.3 : Représentation schématique du princig de systéme double hybride
de levure en présence d'une protéine adaptatrice pimeée par un vecteur bridge
pour la recherche de linteraction entre trois progines. Ce systeme consiste en
I'utilisation d’'un facteur de transcription commeys le systeme du double hybride
normal. La formation du facteur de transcriptiomuoérique nécessite en plus des protéines
de fusion X et Y une protéine exprimée par un wecteidge (pVTU-Z). Cette protéine
doit interagir avec les deux protéines de fusionrpgue le facteur de transcription soit
reconstitué et ainsi activer la transcription daeyéapporteur. UAS, Upstream Activating
Sequence.

» Test enzymatique de Ig3-galactosidase : substrat ONPG (O-Nitrophényp-
D-Galactopyranoside)

Ce test colorimétrique utilise le gene rapporteacZl qui code pour I'enzymé-
galactosidase &. coli qui peut-étre détectée entre autres avec le stilokgl’ ONPG.
Nous avons effectué ce test a partir de levurekidgs ou de levures exprimant trois
protéines pour confirmer et évaluer la force diiatdion entre les protéines.
2 ml d’'une culture de 5 ml de levures saturée &ffsx en milieu SD sélectif sont utilisés
pour ensemencer 8 ml de milieu complet (YPD). Raehent, une solution dONPG a
4 mg/ml est préparée sous agitation dans le tardpbuffer (NaHPOy-7H,O 16,1 g/l ;
NaH,POs-H,0 5,5 g/l ; KCI 0,75 g/l ; MgS@7H,0 0,246 g/l). Apres 3 a 5 h de croissance
a 28 °C sous agitation (220-250 rpm) jusqu’a une Agnm de 0,5-0,8, les cellules sont
sédimentées en aliquote de 1,5 ml (3 tubes pouguehaonstruction ou combinaison et
3 aliquotes pour chaque tube) puis lavées 2 faidlfgaml de tampon Z-buffer et remises
en suspension dans 300 ul de tampon Z-buffer ¢kedia de dilution est de 5). Les cellules

en suspension (100 ul) sont successivement corsgedies I'azote liquide et rapidement
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décongelées a 37 °C. L’'opération est répétée Jpfmis maximiser la lyse des cellules. Le
lysat est ensuite additionné de 700 ul de tampbnfier complété dg-mercaptoéthanol
(0,27 %). Au temps Jide I'expérience, 160 pl d’'ONPG (dissout extempémaent dans le
tampon Z-buffer) sont ajoutés au lysat et le méaggt incubé a 30 °C jusqu’a I'apparition
d’'une couleur jaune. La réaction est stoppée emsplar I'ajout de 0,4 ml de NaO; 1M.
Les débris cellulaires sont sédimentés 10 min 004Pm et I'absorbance a 420 nm
(As20nm du surnageant est mesurée. Les unités enzymstipidap-galactosidase (une
unité enzymatique correspond a la quantité d’enzgmienydrolyse 1 pmole d’'ONPG en
O-nitrophénol et D-galactose par minute et parutellsont calculées avec la formule :
1000.DQ20n(t.V.DOsoonm) OU :

t = temps écoulé durant I'incubation (en minut®)=s 0,1 ml X 5 ; DQoonm = Asoonm pOUr

1 ml de culture

b. Interaction protéine-protéinein vitro

= Immunoprécipitation et co-immunoprécipitation de canplexes protéiques
Cette technique permet de purifier, & partir d’utragt protéique des plantes, une protéine
d’intérét et ses partenaires dans le cas d’'unencadinoprécipitation. L’extrait cellulaire
contenant la protéine X est incubée avec des lubgsrotéine G-sépharose sur lesquelles a
été adsorbé un anticorps anti-X, ce qui permetéaipitation spécifique de la protéine X
et de ses partenaires si X fait partie d’'un complerotéique.
Les billes de protéine G-sépharose (B0sont incubées 3 h a 4 °C avec I'anticorps dirigé
contre la protéine d’intérét. Afin de réduire leaidons non spécifiques a la protéine
G-sépharose, les extraits cellulaires sont incyiesdant 1 h avec 2l de billes de
protéine G-sépharose ("preclearing”). Aprés cargdfion, le surnageant est incubé
pendant 3 h a 4 °C avec les billes de protéine gha®se couplées a I'anticorps. Apres
I'incubation, les billes sont lavées 5 fois avectdenpon de lys¢5 mM EDTA, 1 mM
PMSF, un cocktail complet d’'inhibiteurs de prot&a@eoche)].Les échantillons sont repris
dans 2Qul de tampon dénaturant (tampon Laemmli X 2).

@®. Analyse des protéines par MS-MS
Les protéines a analyser sont déposées sur un egglotyacrylamide comme décrit
précédemment. Aprés la migration, le gel est fieldant 20 min dans une solution
contenant du méthanol 45 % et de I'acide acétiqde. Puis les protéines sont mises a

colorer toute la nuit dans un bain contenant dw lglelloidal (méthanol 34 % ; sulfate
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d’ammonium 17 % ; acide acétique 0,5 % ; bleu G230%). Le gel est ensuite décoloré
dans 4 a 5 bains successifs d'eau stérile a 50L&€.bandes détectées sont ensuite

découpées, et les protéines sont extraites poankdyser par MS-MS.

» Latechnique du GST-pull down
Cette technique permet de testewitro les interactions entre deux protéines grace a une
méthode spécifique de co-précipitation. Le prengartenaire est une fusion entre la
Glutathion-S-transférase (ou GST) et une protéiimgédét exprimée dans les bactéries.
Cette protéine de fusion est isolée sur billesld&athion-sépharose 4B par affinité entre le
glutathion et la GST. Le second partenaire estpro&ine produite en cellules d’insecte
dans le systeme Baculovirus ou exprimée dans uteragshétérologuén vitro. Si la
protéine de fusion GST et la protéine a testerragissent, elles seront toutes deux
retenues sur la colonne et éluées simultanémerd. dliquote de I'élution est ensuite
déposée sur gel SDS-PAGE, transférée sur membitanaag/sée a I'aide d’anticorps
dirigés contre la protéine d’intérét.
La protéine Flag-p25 a été produite dans les edlud’insecteSf9 avec le systeme
Baculovirus et la protéine His-p25 clonée dansdeteur pIVEX 2.3 a été synthétisie
vitro dans un lysat &. coliavec le kit RTS100 (Roche®).
Des bactérie€.coli BL-21(DE3) RIL ont été transformées par électropora par le
plasmide pGEX-2TK vide ou contenant 'ADNc codawiup la protéine F-box en fusion
avec la GST (Glutathion-S-Transférase), et étadéesnilieu LB agar/ampicilline pendant
16 h a 37 °C. Une colonie fraiche est ensemencée Slanl de milieu LB contenant de
I'ampicilline a 100 pg/ml et du chloramphénicol 2 @g/ml et incubée une nuit a 37 °C.
Les 5 ml sont ensuite ajoutés a 50 ml de LB comterde I'ampicilline et du
chloramphénicol et incubés jusqu’a une D@ohv, de 0,5-0,6. La synthése de la protéine
de fusion est alors induite par 0,1 mM d'IPTG peridéb min a 37 °C. Les bactéries sont
récoltées par centrifugation a 5000 g pendant X0amM °C puis resuspendues dans 5 ml
de tampon de solubilisation appelé NET (50 mM HGFpH 7.5 ; 100 mM NaCl ; 1 mM
EDTA ; 0.5 % Nonidet P-40 ; 1 mM DTT). Les prot&nsont ensuite extraites par French
Press et purifiées par fixation sur 60 pl de billkes glutathion-sépharose 4B (Sigma),
préalablement lavées et resuspendues dans le taNipdn Le tout est incubé a 4 °C
pendant une nuit sous faible agitation. Les bslest lavées 3 fois dans le tampon NET et
resuspendues dans 60 pl de tampon NET. 10 ullés bont déposées sur gel SDS-PAGE
et analysées par coloration du gel au bleu de Cssima
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(50 % éthanol ; 22 % acide acétique ; 0.4 % de beCoomassie R-250) pour visualiser
la qualité de la purification ainsi que la quantité protéine de fusion avec la GST
produite. Puis 25 pl de billes resuspendues datasripon NET sont mélangées avec 10 pl
de produits de traductiaon vitro (protéine Flag-p25) et le volume est complété @ 4D
avec le tampon BB (50 mM Tris-HCI pH 7.5 ; 100 mM®!).

La réaction est d’abord incubée pendant 1 h a teatyr& ambiante puis la nuit a 4 °C
sous légére agitation. Les billes sont lavées 8 diains le tampon BB puis resuspendues
dans 40 pl de tampon de dissociation Laemmli x &thmli, 1970). Les protéines sont
dénaturées pendant 10 min a 95 °C puis une aliqiet20 pl est déposée sur gel SDS-
PAGE 12 %, transférée sur membrane ImmobBiotMillipore™) et les protéines sont
immunodétectées a I'aide d’anticorps dirigés colatnerotéine p25, I'étiquette histidine ou

I'étiquette Flag.

iii. Tests d'interaction protéine-acide nucléique

a. Interaction protéine-acide nucléiquén vivo

= Systeme triple hybride de levure

@. Principe
Le systeme RNA triple hybride est une méthode dectién d'interaction protéine-ARN.
Dans cette technique, une molécule d’ARN hybrigetionne comme un pont entre deux
protéines hybrides. Une protéine hybride contiendomaine de liaison a 'ARN fusionné
a un domaine de fixation a 'ADN LexA, tandis quautre protéine hybride contient un
autre domaine de liaison a I’ARN fusionné a un diommal'activation de la transcription.
L'ARN hybride porte les sites de reconnaissance@mpés pour les deux domaines de
liaison a I'ARN et lie ainsi les trois composantsemble pour activer la transcription du
gene rapporteuHlS3 oulac?).
Dans la version la plus couramment utilisée, unelse de levure exprimant de maniere
constitutive la protéine de capside du bactériophd§2 (CP-MS2) fusionnée au domaine
de fixation a 'ADN LexA dE.coli est transformée par un vecteur exprimant un ARN
contenant deux structures en tige-boucle qui serecbnnues spécifiquement par la
protéine CP-MS2, fusionné a la séquence d’ARN danteut tester l'interaction avec la
protéine cible. Les RNA binding protéines (RBP)tsiisionnées au domaine d'activation
de GAL4. De cette facon, s'il y a une interaction spécifigeltre la séquence
ribonucléotidique et la protéine, un facteur dasaiption fonctionnel sera reconstitué par

le complexe ternaire (LexACP-ARN-RBP-AD) permettéattivation du gene rapporteur
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HIS3 et rendant ainsi les levures capable de se mltipir milieu dépourvu d'histidine
(figure MM.4). Les levures sont également cultivées sur degmilcontenant différentes
concentrations de 3-amino-triazole, un inhibiteampétitif de I'histidine afin de quantifier

de facon arbitraire I'affinité des partenaires.

pIII/MS22.1
pIII/MS22.2
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Figure MM.4 : Représentation schématique du princig de la méthode de triple
hybride de levure utilisé pour rechercher linteradion entre protéine et un acide
ribonucléotidique [adapté de (Jaegeret al., 2004)]. Une souche de levure (L40-coat)
exprimant la protéine CP du bactériophage MS2 (CG2Mfusionnée au domaine de
fixation a 'ADN de LexA (LexA-BD) est transforméwar deux vecteurs. L'un exprime un
ARN chimérique contenant deux structures tige-bmuektonnues spécifiguement par la
protéine CP-MS2 et la séquence d'ARN X (en rougele vecteur plll/MS2) dont on veut
tester l'interaction avec la protéine cible (Y) expge sous forme d'une protéine de fusion
avec le domaine d’activation de la transcription@&L4 (GAL4-AD) (pAct-ADNc ou
pGAD-ADNCc). L'interaction se traduit par la formati d'un complexe de transcription
fonctionnel qui active le géne rapportéiS3oulacZ

®@. Méthode du triple hybride par "yeast mating"

C’est la méme meéthode que celle décrite pour led@steraction protéine-protéine par
double hybride (Bendixeet al, 1994).

Une souche de levure L40 coat de signe sek&Ta exprimant la protéine CP-MS2
fusionnée au domaine de fixation a 'ADN LexA esnssformée par un vecteur qui
exprime un ARN chimérique contenant deux structutgge-boucle reconnues
spécifiguement par la protéine CP-MS2 et fusionfe sequence de ’ARN cible coremin
ou de son complément inverse nimeroc. La protéinle dont on veut tester l'interaction
avec I'ARN, est exprimée sous forme d'une protédee fusion avec le domaine
d’activation de la transcription GAL4 et utiliséeyr transformer la souche Y187 ou la

souche R40 coat de signe seXdd|{To.
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Les deux souches sont cultivées ensemble afingdenfiver et former une cellule diploide
contenant les deux plasmides et ainsi exprimer NARt les protéines de fusion.
L’obtention des souches diploides s’effectue emusa de 96 puits stériles de la méme
facon que pour la méthode du double hybride paastymating” décrite précédemment. La
croissance sur un milieu SD dépourvu d’'uracileeatine (SD-UL) permet de visualiser la
présence de diploides et donc l'efficacité du ngaéihl’interaction triple hybride peut étre
visualisée par la croissance des levures sur miBudépourvu d'uracile, leucine et
histidine (SD-ULH). Afin d’estimer la force d’intaction, les levures sont cultivées sur des

milieux contenant différentes concentrations den®a-triazole.

®. Méthode du triple hybride par "co-transformation”
Cette méthode repose sur le méme principe que lpauiple hybride par mating. Dans
cette technique, nous utilisons une seule souchg&-YBérivée de la souche L40 coat et
exprimant la protéine CP-MS2 sous forme d’'un dinfasgonné au domaine de fixation a
I’ADN LexA. Ce dimeére rend cette souche plus spéuad pour l'interaction en diminuant
les faux positifs. La co-transformation de cettact® par les deux plasmides (pllIMS2.1
et pGAD424, pGADT7 ou pACTIl) se fait en utilisal® méme protocole que pour la

simple transformation.

b. Interaction protéine-acide nucléiquein vitro

= Gelretard
Le principe de cette technique repose sur la d@iffée de migration entre I'acide nucléique
seul et ce méme acide nucléique complexé a unéipeotLes protéines purifiées sont
additionnées de dg de poly(didC), 4 ul de tampon d'hybridation (K& mM ; HEPES
5mM pH 6,8 ; MgCl 2 mM ; EDTA 0,1 mM ; glycérol 3,8 % ; DTT 2 mMnhibiteur de
protéases sans EDTA) gsp PBS 1 X 10 pl et inculi®esnin a 30 °C. La sonde
radiomarquée (oligonucléotide) est ajoutée puisiéange est incubé 10 min a 30 °C et
déposé sur gel de polyacrylamide natif ou sur ¢eatose. Pour faciliter le dépét, 10 %

de glycérol contenant du bleu de bromophénol sontés.

@D. Sur gel de polyacrylamide natif
Le mélange réactionnel est déposé sur gel de pglgatide 8 % non dénaturant
(Acrylamide/Bisacrylamide (37,5:1) 8 % ; glycéro?®; TBE X 0,5 [Tris-Borate 100 mM
pH 8,3 ; EDTA 2 mM] ; APS 25 %, TEMED 1 pl/mL), @éblement préchauffé a 100 V
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pendant 1 h a 4 °C. La migration se fait a 25 Vdaeh 12 & 15 h a 4 °C dans du TBE
0,5 X. Le gel est ensuite fixé (méthanol 5 % ; aadétique 10 %), séché pendant 1 h 30
et analysé par autoradiographie.

@. Sur gel d'agarose
Le mélange réactionnel est déposé sur un gel dsgdr,5 %, préparé dans du TBE 0,5 X
et préalablement préchauffé a 100 V pendant 10an°C. La migration se fait & 35 V
pendant 4 a 7 h dans du TBE 0,5 X. Puis le gefiest(méthanol 5 % ; acide acétique
10 %), séché pendant 1 h 30 et analysé par aubgrragihie.

= Northwestern

Une électrophorese de protéines purifiées ou digstprotéiques est effectuée sur un gel
de polyacrylamide 16 % dénaturant (SDS-PAGE). Apragyration, le gel est
électrotransféré sur une membrane de nitrocellulesdon le protocole décrit
précédemment. La membrane est ensuite incubéelaawution 1 (urée 6 M ; NP40
0,1 %) pendant 15 min. Une dilution progressivdalsolution est effectuée jusqu'a une
concentration finale en urée de 1,5 M. Puis la nrami subit 2 lavages successifs de
30 min dans la solution 2 (Tris-HCI 10 mM pH 8 ;@&0 mM ; EDTA 1 mM ; Denhardt

1 X). La membrane est ensuite incubée pendant ltém@érature ambiante dans la
solution 2 supplémentée de 10 pl de sonde radiamargLes sondes non fixées sont
éliminées par 2 lavages de 30 min a températuraaamebdans la solution 3 (Tris-HCI
10 mM pH 8; NaCl 200 mM ; EDTA 1 mM). La membraast séchée a température
ambiante et analysée par autoradiographie.

= Cross-linking

La solution de protéines est additionnée de 4 pgpde(didC), 4 de tampon
d'hybridation (KCI 25 mM ; HEPES 5 mM pH 6,8 ; MgQ mM ; EDTA 0,1 mM;
glycérol 3,8 % ; DTT 2 mM ; inhibiteur de protéasess EDTA) gsp PBS 1 X 10 pl et
incubée 10 min a 30 °C. La sonde marquée radicangwt est ajoutée et le mélange est
incubé 10 min a 30 °C. Les échantillons sont easeiposeés 2 fois aux UV pendant 30 sec
a 120 pJoule/cfn Puis ils sont déposés sur un gel de polyacrgdani6 % dénaturant
(SDS-PAGE) apres ajout d'un volume de Laemmli 2'Blectrophorese s'effectue a 50 V
pendant 3 h a 4 °C, puis le gel est transféré ser membrane de nitrocellulose. La

membrane est ensuite analysée par autoradiograpisi@ar immunodétection.
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= Filtration sur membrane de nitrocellulose
L'interaction protéine-ARN peut étre testée par weehnique appelée filtration sur
membrane de nitrocellulose. En effet, les membratesnitrocellulose possédent la
propriété de retenir les protéines qui les traverslans des conditions de faible force
ionique mais pas les acides nucléiques. Si uneeségud’ARN (ou d’ADN) radiomarquée
est capable d’interagir avec une protéine, cettriéle retiendra I'ARN et par conséquent
le complexe protéine-ARN sera retenu sur la mengdannitrocellulose apres filtration.
Le mélange protéine-ARN est préparé dans les méoraditions que pour le gel retard a
I'exception de la durée d’incubation du mélangeeagiide 30 min. Le mélange est ensuite
complété jusqu'a 100 ul avec du tampon dhybridga{iiCl 25 mM ; HEPES 5 mM
pH 6,8 ; MgC} 2 mM ; EDTA 0,1 mM; glycérol 3,8 % ; DTT 2 mM nhibiteur de
protéases sans EDTA) et filtré sous vide sur unmlnane de nitrocellulose a 0,2 uM en
utilisant une plaque de filtration. Puis 2 lavagascessifs de la membrane par 100 pl de
tampon d’hybridation sont effectués. La membrane ezsuite séchée a température

ambiante pendant 15 min et analysée par phosphgeined par autoradiographie.
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|. Abréviations

3AT 3-Amino-Triazole DUB DeUBiquitination enzyme

aa acidesaminés EDTA Acide EthyléneDiamineT étraacétique

Asp/D acideAspartique El Enzyme d’activation

Glu/E acideGlutamique E2 Enzyme de conjugaison

AD ActivationDomain E3 Enzyme de ligation

Adé/A Adénine eEFlo eukaryoticElongationFactorle

ADN/DNA Acide DésoxyriboNucléique EGFP EnhancedSreenFluorescen®rotein

ADNCc ADN complémentaire EGTA Acide EthyléneGlycol Tétraacétique

ADP AdénosineDiPhosphate GFP GreenFluorescenProtein

AGO ArGOnaute GIcNAc N-AcétylGlucosamine

Ala/A Alanine GST GlutathionS-Transférase

AMP AdénosineVl onaPhosphate GUS B-GlUcoronidése

APC AnaphaseérromotingComplex HA Hémagglutinine A

APT Acyl-Protein Thioesterase HBP Hairpin-Binding Protein

ARN/RNA AcideRiboNucléique HECT Homology toE6AP C Terminus

ARNsub ARN subgénomique HcPro Helpercomponenfroteinase

ARNmM ARN messager HEPES N-2 HydroxyEthyl Piperazine Acid N'-Ethane

Sulfate

ASK ArabidopsisS-phaseKinase HIF HypoxialnducibleFactor

ASK1 ArabidopsisSKP1-like His/H Histidine

ATP AdénosineT riPhosphate HPT Histidine PhosphoT ransfert

BC Bleu deCoomassie HR RéponseHypersensible

BD Binding Domain HSP90 HeatShockProtein 90

BET Bromure cET hidium IPTG IsoPropyl B-D ThioGalactoside

p-gal B-galactosidase LB LuriaBroth

BSA Bovine SerumAlbumine Leu/L Leucine

BY-2 Nicotiana tabacun.. cv Bright Yellow-2  Liac Lithium Acetate

CIP Calf I ntestinalPhosphatase LMB LeptdMycineB

CoA CoenzymeA Lys/K Lysine

Co-IP Co-lmmundPrécipitation MAT MAting-Type

CP Protéine deCapside MP Protéine deM ouvement

CRP CysteinRich Protein NAD NicotinamideAdénineDi-nucléotide

DCL DiCer-Like protein NAT N-terminal AcétylT ransférases

DMF DiM éthylFormamide NES NuclearExport Signal

ddNTP 2'-3'-didésoxyribdNucléotides-5'- NLS NuclearL ocalizationSignal
TriPhosphate

DNase DésoxyribdNucléase NMT N-MyristoylTransférase

dNTP 2'-désoxyribdNucléotides-5'- NoLS NucleolarL ocalizationSignal
TriPhosphate

DTT DiThioTréitol NSP NuclearShuttle Protein
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ONPG
ORF
oxPTM
PDS
PEG
pl
PAGE
PAT
pBIN
PBS
PCR
PDR
PNK
PM
PPP
PR
PRMT
PSTK
PTGS
PTK
PTM
PTP
asp

R

Ran
RanGAP
RBP
RE

RDR

RdRp
RING
RISC
RNase
RT

SAR

SCF

scFv
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O-NitroPhényl$3-D-Galactopyranoside
OpenReadingFrame

PTM oxydatives
PhytoeneDeSaturase
PolyEthyleneGlycol

point I soélectrique
PolyAcrylamideGel Electrophoresis
Protéine SAcyle Transférase
BINary plasmid
PhosphateBufferedSaline
PolymeraseChain Reaction
Résistancd®érivée duPathogene
PolyNucléotideKinase

PoidsM oléculaire
PhosphérotéinesPhosphatases
Pathogenesifkelated

Protein Arginine M ethyITransferase
ProtéinesSérinell hréonineKinase
Post-TranscriptionalGeneSilencing
ProtéinesTyrosineKinase

M odificationsPost-Traductionnelles
ProtéinesTyrosinePhosphatases.
quantitésuffisantepour

géne deRésistance
Ras-relatechuclear protein

Ran GTPaseActivating Protein
RNA Binding Protein
RéticulumEndoplasmique
RNA-DependenRNA polymerase (Che:
Arabidopsis)

RNA-dependenRNA polymerase
ReallnterestingNew Gene
RnalnducedSilencing Complex
RiboNucléase

Readrl hrough

RésistanceéSystémiqueAcquise

SKP1, Cullin1/CDC53,F-box protein

single chainvariableFragment

SD
SDS
Ser/S
SiRNA
SRNA
SSC
ssp
SUMO
TBE
TE
TEMED
Taq
tasiRNA
TES
TGB
TGS
Thr/T
Tris
Trp/W
TyrlY
UAS
Ub
UBC
UBL
UMP
UDP
ULP
UPS

Ura/U

UTP
UTR
uv
VPg
VIGS

X-a-gal

X-gal

YPD
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Small Ubiquitin-relatedViO difer
Tris BorateEDTA
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NNNN'-TEtraM éthyleEthyléneDiamine
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UpstreamActivating Sequences
Ubiquitine
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UBiquitine-L ike
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Uridine DiPhosphate
Ubiquitin-Like Proteases
SystemeUbiquitine-Protéasome
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Uridine TriPhosphate
UnTranslatedRegion
Ultra-Violet
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°C

Ci
Da
DO

Unités de mesure

degréCelsius
centi-

Curie

Dalton
DensitéOptique
Farad
gramme
heure

jour

Kilo

Litre

m
M
Miller
min
mol
n-

nts
pb
pH
rpm

sec

Lux (unité de mesure d'éclairement lumineux) U

micro-

milli -

\%
Q
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[1l. Liste des virus cités

AbMV
AlV
BdMV
BKV
BNYVV
BSBMV
BSCTV
BSMV
BWYV
CABYV
CaMV
CMV
CNV
CPMV

EACMCV

FBNYV
HBV
HCV
HDV
HIV
HRV
HSV
LNYV

Abutilon MosaicVirus
InfluenzaA Virus

BurdockMottle Virus

BK Virus

BeetNecrotic Yellow Vein Virus
BeetSoil BorneMosaicVirus
BeetSevereCurly Top Virus
Barley Stripe MosaicVirus
BeetWesternYellow Virus
Cucurbit Aphid-Borne YellowsVirus
Cauliflower MosaicVirus
CucumberMosaicVirus
CucumbemNecrosisTombusvirus
CowPeaMosaicVirus
EastAfrican CassavaMosaicCameroon
Virus

FabaBeanNecrotic Yellow Virus
HepatitisB Virus

HepatitisC Virus

HepatitisDelta Virus

Humanl mmunodeficiencYirus
HumanRhinoVirus
HerpesSimplexVirus
LettuceNecrotic Yellow Virus

LRV Leishmani&irus

MV MeaslesVirus

PBCV-1 ParameciunmBursaria Chlorella Virus-1
PLRV Potato L eafRoll Virus

PPV Plum Pox Virus

PVA Potato Virus A

PVX PotatoVirus X

PVY PotatoVirus Y

RCNMV Red Clover NecroticMosaicVirus
RSNV Rice Stripe NecrosisVirus

SFV Semliki ForestVirus

SV40 Simian Virus 40

TAV TomatoAspermyirus

TBSV TomatoBushyStuntVirus

TCV Turnip Crinkle Virus

TGMV TomatoGoldenMosaicVirus
TMV TomatoMosaicVirus

ToMV TomatoMosaic tobamWirus
TSWV TomatoSpottedWilt Virus
TYLCSV TomatoYellow LeafCurl Sardinia Virus
TYMV Turnip Yellow MosaicVirus
VSV VesicularStomatitisVirus

WRSV WheatRosetteStunt Virus
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ABSTRACT

Beet necrotic yellow vein virus is the etiological agent of one of the most devastating sugar beet viral diseases: rhizomania. This review
describes the molecular biology of the rhizomania disease, the functions of the BNYVYV encoded proteins, the consequences of their
expression as well as the biology of the BNYVV vector, Polymyxa b etae. Root proliferation is an important part of the well-known
characteristics of the viral infection that leads to yield and sugar losses. The extensive use of sugar beet cultivars displaying partial
resistance or tolerance against virus infection allows containment of sugar yields. However, such extensive uses also permit viruliferous
vector to be amplified and therefore the appearance of resistance breaking isolates. We review as well the defence strategies that may be

used against rhizomania.

Keywords: Benyvirus, rhizomania, Polymyxa betae, pathogenicity, [ICTVdB Virus Code: 00.088.0.01.001.
Abbreviations: BNYVV, Beet necrotic yellow vein virus; CP, coat protein; ORF, open reading frame; RB, resistance breaking; TGB,

Triple Gene Block
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INTRODUCTION

Sugar beet rhizomania possesses the potential to lower the
sugar contents in the roots of susceptible sugar beet cul-
tivars up to 20%. However, sugar companies report yield
losses of 50 to 70% during sugar purification (Richard-
Molard 1985). Rhizomania was first reported during the fif-
ties in Italy (Canova 1959). Nowadays the disease is present
in almost every sugar beet growing area in the world. The
etiological agent was discovered by Tamada and Baba in
1973 who demonstrated that rhizomania was induced by the

phytovirus named Beet necrotic yellow vein virus, BNYVV
(Tamada and Baba 1973). Such pathogen classified among
the alphavirus-like supergroup is assigned to the genus
Benyvirus (ICTVdB, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/
ICTVdB/). BNYVV is transmitted by the soil-borne ob-
ligate parasite P. betae Keskin (Keskin 1964), a protist initi-
ally classified in the fungus kingdom. P. be fae is able to
form spores that are extremely resistant to biodegradation,
drought and pesticides treatment, that allow viruliferous
spores to rest for more than two decades in the infested soils.
Breeding efforts were carried out in order to maintain the
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sugar production yields, resulting in the development of
sugar beet hybrids partially resistant to BNYVV systemic
infection. Such crops are commonly used for commercial
production. Their intensive uses among the infested soils
applied a positive selection pressure that raised RB isolates.
Interestingly, emerging viral species possess sequence vari-
ation particularly within RNA-3; the viral component that
encodes the pathogenicity determinant p25, involved in root
proliferation (Tamada et al. 1999).

Actual molecular studies of the rhizomania syndrome
tend to reveal the resistance mechanism mediated by the Rz
resistance gene products as well as the virus induced pro-
cesses, leading to the root proliferation, particularly by the
study of the RNA-3-encoded p25 protein. However, the
identification of other P. betae-transmitted viruses associ-
ated with the rhizomania syndrome rise new questions about
the disease etiology. As an example, Beet b lack s corch
virus has been shown to induce rhizomania-like symptoms
(Weiland et al. 2007).

Fig. 1 Symptoms of sugar beet rhizomania. (A) During warm period,
water deficiencies induced by rhizomania disease provokes plant wilt. (B)
Foliar symptoms are rather rare and correspond to plant systemic infec-
tion. Vein yellowing and yellow chlorotic spots are induced by the expres-
sion of the RNA-3-encoded p25 protein. (C) Typical root symptoms: in-
fected taproot (I) are shorter, wine glass shaped and display characteristic
necrosis and root proliferation compared to healthy plant (H). (Photos a
and ¢: INRA-Colmar, b: Institut Technique de la Betterave, Paris).

RHIZOMANIA DISEASE
Symptoms

The Rhizomania syndrome refers to root madness (Rhizo:
root; Mania: madness). Infected sugar beets display more or
less a dwarfism that reduces the taproot size, which har-
bours necrosis (Fig. 1C). Infection shapes a wine-glass-like
taproot and induces rootlet proliferations that become nec-
rotic, abundant and fragile. These root symptoms reduced
water uptake that provoke leaf fading (Fig. 1A). Sometimes,
when the infection becomes systemic, vein yellowing, nec-
rosis and foliar local lesions appear (Fig. 1B). Beet necrotic
yellow vein virus was named according to these systemic

symptoms.

Histological and biochemical properties of
rhizomania diseased plants

Histological sections performed on infected taproot sug-
gested that the infection and/or the necrosis of lateral roots
induce the reprogramming of the pericycle cells to meris-
tematic cells, which might cause the synthesis of new root-
lets (Pollini and Giunchedi 1989). Moreover, viral sequen-
ces could also induce a modulation of the cellular messen-
ger and protein expression profiles leading to root morpho-
genesis. Thus, root proliferation favors the viral replication
and transmission. Indeed, rootlet cells are the targets of
BNYVV vector, the parasite P. betae.

The plant hormone auxine plays a major role in plant
development and particularly on root morphogenesis. Indol-
3-acetic acid assays performed onto susceptible and tolerant
sugar beet varieties revealed auxin level three times higher
in infected plants (Pollini ef al. 1990). Interestingly, tolerant
crops possess lower auxin contents than susceptible plants.
One of the questions that still need an answer is to deter-
mine if auxin variations are the initiator or the consequence
of the cellular disorders induced by BNYVV infection.
Comparisons of the root transcriptome of healthy beets with
rhizomania infected beets lead to the identification of auxin,
cell cycle, defence signalling and ubiquitin-related regu-
lated genes (Schmidlin et al. 2008).

BEET NECROTIC YELLOW VEIN VIRUS
Taxonomy

BNYVYV possesses a multipartite linear positive-sense sin-
gle-stranded RNA genome that consists of four to five RNAs
possessing 5’ cap and polyadenylated 3’ ends. BNYVV
belongs to the supergroup of alphavirus-like and is the type
species of the Benyvirus genus, which contains as well the
Beet soil-borne mosaic virus (BSBMYV, ICTVdB: 00.088.0.
01.002) (Lee etal. 2001). BNYVV and BSBMV are rod-
shaped, share a similar genomic organization (Leeefal.
2001), host range, and are transmitted by the protist vector
Polymyxa betae. However, BSBMV has only been detected
within North America. BSBMV and BNYVV are closely
related but are distinct viruses since Rz resistant genes have
no effect on BSBMV accumulation (Wisler et al. 2003) and
no cross reaction with coat protein antisera, nor cross pro-
tection have been described. Recent studies demonstrated
that BNYVV RNA-1 and -2 were able to amplify BSBMV
RNA-3 and -4, but only in the absence of BNYVV small
RNAs (Claudio Ratti and David Gilmer, unpublished). Both
viruses could compete for similar host factors. Such hypo-
thesis will be tested as soon as full-length infectious clones
of BSBMV RNA-1 and -2 will be available.

Tentative members within Benyviruses are Burdock
mottle virus (BAMV, ICTVdB: 00.088.0.01.004) (Rush
2003) and Rice s tripe ne crosis v irus (RSNV, ICTVdB:
00.088.0.01.003) (Morales et al. 1999; Van Regenmortel et
al. 2000; Fauquet et al. 2005).
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Fig. 2 Immunocaptured BNYVV particles observed by electron
microscopy. (Photo M. Erhardt, IBMP).

Host range

BNYVV infects plants within Amaranthaceae, Chenopodi-
acea and Tetragoniaceae families. Systemic infection oc-
curs naturally onto Beta vu Igaris (sugar beet) and Be ta
macrocarpa. Nicotiana benthamiana and Spinacia oleracea
are systemically infected even in the absence of RNA-3 and
-4. On experimental hosts, BNYVV is propagated onto Che-
nopodium quinoa or Tetragonia expansa that respond to the
infection by chlorotic or necrotic local lesions, depending
on the inoculum composition (Tamada ef a/. 1989; Koenig
et al. 1991; Jupin et al. 1992).

Structure

Viral particles display a right-handed helical symmetry (Fig.

2) with a 2.6 nm pitch, 49 capsid protein subunits per repe-
tition of 4 turns, with each subunit interacting with 4 nuc-
leotides (Steven et a/l. 1981). The particles are not enve-
loped and have a diameter of 20 nm with lengths propor-
tional to the sizes of the encapsidated RNAs, i.e, 390, 265,

105, 89 and 80 nm (Putz 1977; Tamada et al. 1989). Coat
proteins constitute about 95% of the particle weight. The
minor coat protein, a CP amber readthrough gene product
(CP-RT) is present at one extremity of particles and parti-
cipates both to the morphogenesis (Schmitte ¢ al. 1992;
Haeberle ef al. 1994) and to the transmission of the virions
(Tamada et al. 1996).

Genomic organization

BNYVYV has a segmented RNA genome composed of 4 to 5
genomic components (Tamada 1999). All components poss-
ess a 5" Cap (m’GpppG) and a 3’ polyA tail. Sequencing
together with the full-length infectious clones (Quillet ez al.
1989; Link et al. 2005) permitted to decipher the viral geno-
mic organization and the main functions of virally encoded
proteins (Fig. 3).

RNA-1 is involved in the replication of viral RNAs
(Gilmer et al. 1992a) and RNA-2 is necessary for encapsida-
tion, cell-to-cell movement and RNA silencing suppression
(RNA-2), as proven by protoplast and mechanical infection
of leaves. RNA-1 and -2 are necessary and sufficient for the
infection following leaf mechanical inoculations where
small components are dispensable and, if they are present,
can undergo deletion or disappear (Bouzoubaa et al. 1991).
In natural infection, however, these small components are
required. Indeed, RNA-3 allows the viral amplification in
sugar beet roots and its expression influences symptoms
(Tamada et al. 1989; Jupin ef al. 1992), whereas RNA-4 is
involved in viral transmission (Tamada and Abe 1989).
Moreover, RNA-4-encoded p31 is described as a root spe-
cific silencing suppressor (Rahim et al. 2007). Therefore,
BNYVV is a unique virus as it behaves as a bipartite virus
when rub inoculated or as a tetra or pentapartite virus in
natural infection. Such a property has been utilized to ob-
tain viral expression vectors, named replicons, and derived
from RNA-3 and RNA-5 (Schmidlin e al. 2005). Such rep-
licons allow the expression of various sequences within in-
fected tissues (Schmidlin ef al. 2005).

Genomic functions

RNA-1 is 6746 nts long (without polyA) and harbours only
one open reading frame (ORF). It encodes a 237 kDa poly-
peptide (Bouzoubaa et al 1987) that contains consensus
methyl-tranferase (MTR), helicase (HEL), papain-like pro-
tease (PRO) and polymerase (POL). Autoproteolysis of
p237 between the domains PRO and POL leads to two pro-
teins: p150 and p60, which contain respectively the MTR,
HEL, PRO and the POL motifs (Hehn et al. 1997). This

p237
e P | pss
RNA-1 o— T HEL N
6746 nts
p75 Triple Gene Block
P TGB-p2
RNA-2 P2l T‘—"':;I pi3 TGB;-;:B_ P,
4612 nts pls |
2sub-a
: 2sub-b e ﬁg
2sub-c ® An
p4.,6
-
A3 p2s B, . DN s o ],
1773 nts N 1467 nts il
p6.8
RNA-3sub An

Fig. 3 BNYVV genomic organization. The sizes of the five genomic RNAs are presented. Black dot represents Cap structure and A,, the polyadenylated
sequence. Squares correspond to ORF. Arrow designates the cis proteolysis of the RNA-1-encoded p237 polyprotein leading to the p150 and the p66 pro-
teins. MTR, Methyltransferase domain; HEL, Helicase domain; PRO, Protease domain; POL, Polymerase domain. Star denotes the CP amber readthrough

mechanism leading to the expression of minor CP-RT protein.
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proteolytic clivage of the replicase protein is the significant
feature of the Benyviruses. However, the stoechiometry of
replication complex is not known.

RNA-2 is 4612 nts long and encodes for six proteins.

The first cistron drives the synthesis the 21 kDa major
capsid protein, CP. In about 10% of the translation events,
CP amber stop codon is suppressed and the resulting read-
through leads to the synthesis of the 75 kDa minor coat pro-
tein, CP-RT (Niesbach-Klosgen et al. 1990; Haeberle e? al.
1994). CP-RT is needed for the viral transmission (Tamada
et al. 1996) and for the transient anchoring of the viral par-
ticles around mitochondria (Erhardt et al. 2001; Valentin et
al. 2005). These latter studies suggest that the viral genome
packaging occurs around mitochondria.

Following the structural protein encoding ORFs, a clus-
ter of three genes, partially overlapping, known as “triple
gene block” (TGB) ensures the viral cell-to-cell movement.
TGB clusters are also found on other plant viral species, in-
cluding Pomo-, Peclu-, Potex-, Carla- and Hordeivirus
(Morozov and Solovyev 2003). For BNYVYV, these three
proteins are encoded by subgenomic RNA-2sub-a for TGB-
pl (42 kDa) and RNA-2sub-b for TGB-p2 (13 kDa) and
TGB-p3 (15 kDa) (Gilmer et al. 1992a). TGB-pl protein
contains a helicase domain and is able to bind nucleic acids
in vitro (Bleykasten et al. 1996).

Complementation studies of TGB-pl protein with a
virally expressed GFP::TGB-p1 fusion protein permitted to
localize TGB-p! in plasmodesmata only in the presence of
the TGB-p2 and -p3 proteins (Erhardt et al. 2000). More-
over, TGB-p2 and -p3 are detected within plasmodesmata
only when all the TGB proteins are expressed in the same
cell (Erhardt et al. 2005).

OREF VI product encodes for a cystein-rich protein of 14
kDa. P14 is expressed from RNA-2sub-c. This protein is in-
volved in the regulation of the virus replication (Gilmer et
al. 1992a), enhances the expression of CP protein (Hehn et
al. 1995) and acts as a weak silencing suppressor (Dunoyer
et al. 2002).

RNA-3 is 1773 nts long and is involved in viral patho-
genicity. Its presence exacerbates root and foliar symptoms
(Tamada et al. 1989; Jupin et al. 1992). This RNA is also
necessary for the long distance movement of the virus (Lau-
ber et al. 1998) and is responsible for the rhizomania phe-
notype on Beta vulgaris (Tamada et al. 1989; Koenig et al.
1991).

p25

The p25 protein is expressed from RNA-3 and modulates
foliar (Jupin ef al. 1992) and root symptoms (Tamada et al.
1999). No sequence homology is found with known pro-
teins, except with BNYVV RNA-5-encoded p26, which
only shares the Fx;FRGPGNXx,L motif with p25 (Fig. 4).

Nucleo-cytoplasmic localization of p25 has been shown
(Haeberle and Stussi-Garaud 1995). Its nuclear addressing
involves the N-terminal s;KRIRFRg, NLS (Vettere tal .
2004). Moreover, a nuclear export sequence (NES),
160VYMVCLVNTV, 7, has been found in the C-terminal
part of the protein. Hence, such two sequences allow p25 to
shuttle between the two compartments by the way of impor-
tin alpha and exportin 1, independantly of other viral factors
(Vetter e t al. 2004). Foliar symptom variations observed
with p25 mutants suggest a partial correlation between p25
function and its subcellular localization (Vetter et al. 2004).
If all of the p25 functions are not yet unraveled, the protein
displays some common properties with transcription activa-
tors (nuclear localization, Zinc-finger-domain, acidic do-
main). Indeed, in yeast, its fusion to GAL4BD or LexA al-
lows a weak transcription activation of reporter genes (Klein
etal. 2007), as it has been reported previously for NAC
transcription factor (Xie et al. 2000). The domain responsi-
ble for such transcription activation has been mapped bet-
ween amino acid residues 103 and 160 (Klein et al. 2007).
P25 is able to form multimers as well, only if full-length
proteins are maintained (Klein ez a/. 2007). Post-transla-
tional modifications of p25 have been evidenced by its
electrophoretic mobility (Niesbach-Klosgen e tal. 1990;
Klein et al. 2007) and its immunodetection after two dimen-
sional gel eletrophoresis reveals different isoforms that
mainly differ by their isoelectric point corresponding to
phosphate group addition (unpublished). Aspartic acid and
alanine scanning mutagenesis of predicted phosphorylation
sites revealed the importance of such phosphorylation for
the multimerization, nuclear import as well as the transcrip-
tion activation. Only mass spectrometry analyses will per-
mit the exact identification of such phosphorylation events
on the p25 sequence.

RNA-3 potentially encodes two other proteins

BNYVV RNA-3 as well as BSBMV RNA-3 encode pot-
entially for two other proteins. The N-gene could allow the

Highly variable

67-70

103

10VYMVCLVNTV 178

Transcription
aclivation

57K RIRFR &2
|
= Z Zn
p25 =L finger
Basic
GFP-p25
GFP-p25ANLS

Acidic

GFP-p25ACt

Fig. 4 Characteristics of the RNA-3-encoded p25: Line drawing representation of the p25 protein and of its known functional domains. (Top) The
basic N-terminal domain contains a nuclear localization signal (NLS, s7.,), the highly variable ‘Tetrad’ sequence (67-70) and a Zinc finger domain. The
acidic C-terminal part of the protein encompasses a domain responsible for the transcription activation (103-146) and the nuclear export sequence (NES,
160-178))- (Center) Transient expression of a GFP-p25 fusion leads to the localization of the protein in the nucleus and in the cytoplasm of the cell, whereas
removal of the NLS (GFP-p25ANLS, bottom left) prevents the nuclear addressing of the fusion protein. Deletion of the C-terminal domain that contains
the NES motif leads to the accumulation of the fusion protein in the nucleus (GFP-p25ACt, bottom right).
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synthesis of a 6.8 kDa protein that has been found ex-
pressed only from RNA-3 truncated forms, fused or not
with p25 ORF (Jupin efal. 1992). In such situations, ex-
pression of the protein induces severe necrosis on 7. ex -
pansa and C. quinoa leaves (Jupin et al. 1992). Fused to
GFP protein, p6.8 is localized to cortical reticulum even in
the absence of viral infection (David Gilmer, unpublished).
However, its expression has never been detected under
natural conditions, leading to the hypothesis that this ORF
is cryptic. The last ORF encodes potentially for a 4.6 kDa
polypeptide (p4.6). Such protein could be expressed from
the so-called RNA-3 subgenomic species (RNA-3 sub) that
corresponds to the last 550 nts of the RNA (Balmori ef al.
1993). The functions of this short RNA and its encoded
peptide, if it is expressed, are still unknown.

A particular function for RNA-3

BNYVV RNA-3 has been used to map 5" and 3’ cis acting
elements required for its replication and encapsidation and
for the characterization of their secondary structure in solu-
tion (Jupin et al. 1990; Gilmer et al. 1992b, 1993; Lauber et
al. 1997, 1999). However, such RNA possesses another
function, which seems independent of its expression. Onto
B. macrocarpa, RNA-3 is absolutely required for systemic
spread of the virus. The RNA-3 sequence required for such
systemic movement was located between nts 1033 and 1257
(Lauber et al. 1998). Curiously, complementation of
BNYVV Strasl2 strain, which contains only RNA-1 and -2,
with BSBMV RNA-3 allows systemic movement of the
viral particles (Claudio Ratti and David Gilmer, unpub-
lished). A common sequence of 20 nts is found between
both RNA species. Complementary experiments will allow
deciphering the exact mechanism that permits the long dis-
tance movement.

RNA-4 is 1467 nts long and encodes for a 31 kDa pro-
tein (p31), which is essential for the efficient transmission

of the virus by P. betae (Tamada and Abe 1989; Rahim ef al.

2007). RNA-4-encoded protein could act in synergy with
the minor p75 coat protein. P31 modulate foliar symptoms,
and has been recently described as a root specific silencing
suppressor (Rahim et al. 2007).

RNA-5 is present only within particular isolates (see
below) and is 1350 nts long. It encodes a 26 kDa protein
(p26), which induces severe rhizomania symptoms, redu-
cing sugar yields (Heijbroek ez al. 1999). Full-length infec-
tious cDNA clone allowed the analysis of RNA-5 expres-
sion upon viral pathogenesis and the obtention of a new
viral expression vector (Link ef al. 2005; Schmidlin et al.
2005). Viral expression of p26 induces severe necrosis onto
C. quinoa leaves. P26 protein is localized in the nucleus and
in the cytoplasm of infected cells. Moreover, when p26 is
fused to GAL4DB or LexA, the fusion proteins are able to

strongly activate the transcription in yeast (Link ez al. 2005).

Sequence variations

Restriction fragment length polymorphism, single-strand
conformation polymorphism, sequence analyses and the
presence or the absence of a fifth RNA in viral isolates
permitted to classify BNYVV in different groups that are
serologically identical (Kruseetal. 1994; Koenige ¢ al
1995). The distinction between A and B-type is possible by
the characterization of amino acid residues variations of the
RNA-2-encoded CP in position 62, 103 and 172 (Table 1).
Eight variable residues within RNA-5-encoded p26 permit
the distinction between European (P-type) or Asian (J-type)
RNA-5 (Table 1). European P-type RNA-5s have a shorter
5’UTR and their coding region is four codons longer than J-
type RNA-5s (Table 1). Such composition and size dif-
ferences do not interfere on the known properties of p26
(Link et al. 2005): both proteins induce similar foliar symp-
toms, localize in the nucleus and in the cytoplasm and are
able to activate the transcription in yeast (Link et al. 2005)
(David Gilmer, unpublished). It should be noted here that

Table 1 Sequence variation within BNYVV RNA-2 encoded structural
protein CP and RNA-3 and -5 encoded pathogenicity factors p25 and p26,
respectively. A, deletion; * and ** refer to the presence of P-type or J-type
respectively. (adapted from Schirmer et al. 2005)

cp!
Position 62
B-type
A-type

p25 “Tetrad™
Position
A-type
A-type
A-type
B-type
A-type
A-type
A-type
B-type
A/B-type
A-type
A-type
A-type
A-type
A-type
A-type

p26*
Position 30

103 172
N F
S L

- wn

**  C.Bragard, unpublished
A. Schirmer, unpublished

Kk
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* (Ward et al. 2007)
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N

103 142 146 149 174 200 227-

229
P-type N L D G R F G S A NNN
J-type H F A D C H R N S A
" Amino acid sequence variation within the coat protein that permit the distinction
between A- or B-type of BNYVV.
2 Amino acid sequence variation observed within the hypervariable Tetrad se-
quence of the BNYVV p25 protein. Some of those sequence variations are specific
to A or B-type strains.
? Differences observed between Asian (J-type) and P-type p26 proteins.

RNA-5-containing isolates could harbour an A or B-type
RNA-2 (Miyanishi et al. 1999; Koenig and Lennefors 2000;
Schirmer et al. 2005). A-type viruses are found in European
countries, Iran, USA, China and Japan. B-type is particu-
larly present in France, Germany, Switzerland, Sweden as
well as in China and Japan (Miyanishi ef al. 1999; Suarez et
al. 1999; Lennefors ef a /. 2000; Sohi and Maleki 2004).
RNA-5 containing isolates were discovered in Japan (Ta-
mada et al. 1989; Kiguchi ef al. 1996), France (Koenig et al.
1997), China (Dawei et al. 1999), Kazakhstan (Koenig and
Lennefors 2000) and in England (Harju ef al. 2002; Ward et
al. 2007). Phylogenetic studies were performed on RNA-3
(Schirmer et al. 2005). Characterisation of RNA-3-encoded
p25 sequences permitted the identification of a highly varia-
ble sequence motif between position 67 and 70 named ‘tet-
rad’ (Table 1) (Schirmer et al. 2005). Recently, new tetrad
motifs have been found (Ward et al. 2007) (Audrey Schir-
mer, unpublished). RNA viruses endorse strong mutation
rates that allow them to adapt rapidly to various situations
(Domingo 2000), keeping their genetic robustness and their
infectivity even in the presence of mutations (Drake and
Holland 1999). Analysis of selective pressure on p25 se-
quences revealed that ‘tetrad’ sequence as well as amino
acid residue 198 were submitted to high positive selection
pressures (Schirmer ef al. 2005) similar to those described
for animal viruses bypassing mammalian immunity system
(Fares et al. 2001). Such a positive selection could explain
the adaptation of BNYVYV to resistance genes (Schirmer et
al. 2005) and has recently been validated for the tetrad mo-
tif (Acosta-Leal ef al. 2008).

PATHOGENICITY

Root alterations occur similarly when A- or B-type viruses
set the infection; however, isolates that contain RNA-5 are
more aggressive, particularly onto resistant crops, accumu-
late at higher concentration and induce severe rhizomania
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symptoms (Heijbroek ez a I. 1999). Such a pathogenicity
was retrieved onto host plants with artificial isolates (Link
et al. 2005). However, the presence of RNA-5 is not suf-
ficient to explain the increased virulence of some isolates as
RB occurred in the U.S., where RNA-5 is absent (Liu et al.
2005). Molecular analyses of RB isolates revealed the pre-
sence of amino acid variation within the p25 tetrad se-
quence (Acosta-Leal and Rush 2007; Liu and Lewellen
2007) as well as amino acid residue 135 (Acosta-Leal and
Rush 2007). Using artificial isolates that mimics such chan-
ges, virologists will be able to conclude if tetrad motif by
itself is sufficient or requires another viral partner (e.g. en-
coded by RNA-1 or -2) to overcome Rz effect. Some preli-
minary experiments performed onto p25 revealed the im-
portance of the tetrad motif upon the protein properties.
Changing a B-type p25 tetrad sequence by one of the
identified motifs drastically modifies the foliar symptoms,
transcription activation and multimerization properties of
p25 (Klein et al. 2007). Klein et al. suggested that p25
could behave as an avirulence gene product that could mo-
dify host responses. Chiba ef al. (2008) recently demons-
trated that p25 is indeed an Avr protein in B. vulgaris.

The Polymyxa betae vector

Besides BNYVYV, three other viruses are also linked with
rhizomania, namely the Beet so il-borne mo saic virus
(BSBMV), the Beet s oil-borne virus (BSBV) and the Beet
virus Q (BVQ) (Meunier et al. 2003). All these viruses are
transmitted to beet by the vector P.b etae Keskin, an ob-
ligate parasite that develops in the epidermal and cortical
root cells. The Polymyxa genus is represented by two eco-
nomically very significant species: P. graminis Ledingham
is specific to cereals (rice, wheat, barley) and P. betae to the
Chenopodiaceae (Beta vulgaris, Spinacia oleracea, Atriplex
patula, Chenopodium bonus -henricus, C. hybridum and C.
polyspermum) and species like Amaranthaceae, Caryophyl-
laceae and Portulaceae (Abe and Tamada 1986; Barr 1988;
Legreve et al. 2000; Legréve et al. 2005). Recent molecular
studies of the characterization of the ITS (internal trans-
cribed spacers) regions of the ribosomal DNA support spe-
cies separation (Legréve ef al. 2002). P. betae is ubiquitous.
Its distribution covers all beet-growing areas (Rush 2003).
P. betae belongs to the Plasmodiophoridae, a monophyletic
group including ten genera. For a long time ranked among
the lower fungi, it is now classified as a protist (Archibald
and Keeling 2004). The host range of P. betae, long consi-
dered to be narrow, now appears to be wider. P. betae was

recently detected by RT-PCR in the roots of some species of
Brassicaceae, Papaveraceae, P oaceae and Urticaceae
(Anne Legreve, unpublished). Although only a low level of
infection was detected in these species, it could facilitate
viral recombination or help to maintain the viral load in the
vector.

P. betae cycle

The viruses transmitted by Polymyxa spp. are internalised
by the vector (Chen et al. 1991; Rysanek ef al. 1992; Camp-
bell 1996; Verchot-Lubicz ef al. 2007). The biological cycle
of the viral diseases they transmit thus depends on the vec-
tors life cycle (Fig. 5). This vectors great capacity for survi-
val explains, firstly, the recurrence of viral diseases in con-
taminated fields and, secondly, their dissemination either
through the soil adhering to agricultural machinery and
produce or via drainage and irrigation water. In the absence
of host plant radicles, P. be tae survives in the soil in the
form of sporosores (which may be viruliferous). Sporosores
are spore clusters of 5 to 7 um in diameter with a very thick,
strong wall that can live for many years in the soil (Adams
1990; Maraite 1991). In the presence of host plants, resting
spore germination releases biflagellated zoospores 4-5 um
in size which move through the free water in the soil before
encysting on a root hair or epidermal cell of a host plant
root. In order to penetrate the cell, a dagger-like structure
called “Stachel (sting)” is formed in the encysted zoospore
(Keskin and Fuchs 1969) and a sticky tube develops
between the cyst and the plant cell wall. The Stachel, which
is injected into the host cell through the tube, pierces the
cell wall and the plasma membrane and allows the zoospore
content to be transferred into the cytoplasm of the host cell
(Barr 1988). Cruciform nuclear divisions indicative of mito-
sis lead to the formation of a multinucleate plasmodium sur-
rounded by a thin membrane. In the sporangial phase this
plasmodium develops into a multi-lobed zoosporangium en-
closed by a thin wall within which the secondary zoospores
are formed. The latters are released outside the root, or
sometimes into the deeper root cells, by small plasmodial
cells, which dissolve a hole in the cell wall (Barr 1988). In
the sporogenic phase non-cruciform nuclear divisions are
observed, with the formation of synaptonemal complexes
characteristic of meiosis (Braselton 1988). The plasmodium
divides into mononucleate cells by forming membrane lay-
ers within the cytoplasm. A four to five-layer wall is then
deposited between the cells, with adjacent spores remaining
connected by bonds between the two outermost layers

Fig. 5 Drawing of the Polymyxa spp. life
cycles and its developing states. (a)
sporosore; (b) germinating zoospore; (c),
swimming zoospore to a (d) cortical or
epidermal cell; (e) the zoospore encyst on
the cell and injects its contents through
the cell wall and the cellular membrane
via the “satchel”; (f), developing
plasmode that will tend to a zoosporan-
gium (g) that will issue either (h) the
secondary zoospores able to infect new
cells or (i) to the sporogenous plasmod (j)
leading to new sporosores. Such sporo-
sores will be further released in soil after
root decomposition.



Rhizomania. Peltier et al.

(Chen et al. 1998). The sporosores formed remain in the
root debris and are released into the soil by root decompo-
sition. Within this life cycle the moments of cell fusion and
karyogamy have not yet been pinpointed. Observation of
double size quadriflagellate zoospores (Ledingham 1939)
suggests fusion of two zoospores, but the moment of nuc-
lear fusion is not known. The determinants for development
of the various phases are likewise unknown (Braselton
1995). However, the host and the degree of root colonisa-
tion appear to be significant (Legréve efal. 1998). Three
conditions are essential for root infection by this parasite:
(1) presence of a host plant; (2) presence of free water in
the soil to promote germination and facilitate zoospore ac-
cess to the roots, and (3) a sufficiently high temperature bet-
ween 10 and 30°C, ideally between 20 and 25°C according
to the origin of the strains (Legréve et al. 1998 ; Webb et al.
2000). Hot, wet springs are therefore propitious to early in-
fections, as are light, sandy, well-drained soils as these heat
up faster than heavy organic soils with high retention capa-
city (Webb et al. 2000). The soil pH and calcium content
also affect vector activity. Spore germination and root infec-
tion by zoospores are affected by acid pH conditions (Abe
and Tamada 1987). They are promoted in neutral or alkaline
pH soils, especially if the calcium and magnesium levels
are greater than 350 and 20 mg/100 g of soil respectively
(Goffart and Maraite 1991). Managed liming and practices
for regulating soil pH and calcium levels would probably
result in better control of rhizomania.

Vector detection

Plant infection by P. betae is not apparent from any particu-
lar symptoms. Until the early 1990s this parasite was detec-
ted in roots by observing the roots under the microscope
following colouring with Lactophenol Cotton Blue. This
fairly laborious method was initially used to study the vec-
tors ecological requirements and the soil infectious potential
levels by the most probable number technique, growing trap
crops on soil dilutions (Tuitert 1990). Molecular techniques
(DNA probes, PCR, nested PCR, ELISA) have greatly faci-
litated rapid detection of P. be tae in roots and even in soil
(Mutasa et al. 1996; Kingsnorth et al. 2003; Ward et al.
2005). Multiplex RT-PCR enables the presence of P. betae,
BNYVYV, BSBV and BVQ to be revealed in a single test
using a root RNA extract (Meunier et al. 2003).

Virus-vector interactions

Modes of virus acquisition and transmission by plasmodio-
phorids have been described (Rochon et al. 2004). These
viruses survive in the spores in a form that has not yet been
clarified. However, accumulated RNA and movement pro-
teins of Soil-borne wheat mosaic virus (SBWMYV) and cap-
sid proteins of Wheat spindle streak virus (WSSMV) within
the resting spores of the vector, P. graminis, probably de-
note the presence of ribonucleoprotein complexes (Driskel
et al. 2004). In the case of BNY VYV, both the sporosores and
the plasmodia of P. be tae are labelled using antibodies
against the viral capsid protein (Doucet 2006). Structural
and non-structural proteins have been detected in P. be tae
spores and zoospores. These results suggest that this vector
could also be a BNYVV host (Verchot-Lubicz et al. 2007).

When transmitted by the viruliferous zoospores, the virus is
present in particle form. Virus transmission by plasmodio-
phorids was for many years regarded as a passive mecha-
nism, which occurred during mixing of plant cell cyto-
plasms and the protozoan, prior to membrane formation
(Campbell 1996). However, recent research has revealed the
special role played by some viral proteins in the process of
transmission by the vector. The BNYVV capsid protein
readthrough (RT) domain plays an important part in the
transmission process, since deletions in the C-terminal por-
tion of this domain are correlated to loss of virus transmis-
sion. Substituting the four KTER amino acids located in
position 553 to 556 of the RT domain by the ATAR motif
completely blocks transmission (Tamadaet al. 1996). A
comparative analysis of the viral genomes transmitted by
plasmodiophorids, which do not have the same genomic or-
ganisation, has identified the presence of two complemen-
tary transmembrane domains in the RT domains of the cap-
sid protein of Beny-, Furo- and Pomovirus and in the P2
proteins of Bymovirus (Adams ef al. 2001). Deletion or sub-
stitution of the second domain also blocks transmission by
the vector. The molecular model is not yet detailed, but the
transmembrane helical sequences may perhaps determine a
particular structure facilitating membrane invagination and
virus movement through the membrane of the vector
(Adams et al. 2001). Although the molecular mechanism of
the interaction is far from fully explained, the involvement
of protein p31, coded by RNA-4, is strongly suspected. Two
independent studies of comparative transmission of wild or
mutated viruses in the coding sequence for protein p31 have
in fact shown a big decrease in protein p31 mutant trans-
mission (Rahim et al. 2007) (Anne Legreve, pers. comm.).
In addition to its role in transmission, protein p31 is also
thought to play a part both in inducing symptoms in Nicofi-
ana benthamiana and in suppressing RNA silencing in roots,
without affecting viral RNA accumulation (Rahimetal.
2007).

Genetic resistance strategies used against
rhizomania disease

One of the major goals of the sugar beet industry is to stabi-
lize the sugar yields. Due to the large area covered by rhizo-
mania infested fields, calculated to span approx. 610,000 ha
in 2000 (Richard-Molard and Carriolle 2001), a qualitative
and quantitative high yielding sugar beet production is only
given by growth of resistant cultivars. Since the first at-
tempts in achieving rhizomania resistant breeding material,
resistance sources were found in germplasms or wild type B.
vulgaris ssp. maritima, which all confer phenotypes of
quantitative resistance (Table 2). Involvement of additional
minor genes for the expression of the rhizomania resistance
trait is most likely (Biancardi et al. 2002). Nowadays, hyb-
rid varieties (Table 2) that do not or poorly develop symp-
toms, display reduced virus content have replaced suscepti-
ble varieties.

The first selection of partial resistant BNYVV sugar
beet genotypes started at the end of the seventies. Sugar
beets characterized by reduced virus symptoms, increased
white sugar content and increased processing quality were
subsequently selected (De Biaggi 1987; Lewellene ¢ al.
1987). Although these sugar beet genotypes were also in-

Table 2 Characteristics of the Rz resistance genes and transgenic sequences (underlined) used in sugar beet crops. All Rz genes are located on Chr. III;

PDR: pathogen-derived resistance.

Hybrid variety Origin Resistance gene Nature Resistance level
Holly B. vulgaris ssp. vulgaris (California) Rzl Dominant Low < good depending on inoculum
WB42 B. vulgaris ssp. maritima (Denmark) Rz2 Dominant Rz2 >Rzl
WB41 B. vulgaris ssp maritima (Denmark) Rz3 Partialy dominant Variable
Allelic to Rz2?
R36 B. vulgaris ssp. maritima Rz4 Allelic to other Rz? Partial resistance
4D6834 B. vulgaris Movement protein PDR Excellent
G018 B. vulgaris Replicase PDR/PTGS Excellent
- B. vulgaris CP PDR Good
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fected with BNYVYV, the symptoms were less pronounced
and plants displayed a better performance in field trils
(Biircky 1987). In 1983, the US-American Holly Sugar
Company identified the “Holly” resistance representing the
first described BNYVYV resistance source (Lewellen et al.
1987; Biancardi et al. 2002). ‘Holly‘ carryies the resistance
gene Rz, which was renamed Rzl (Scholten e al. 1999).
Holly does not show rhizomania symptoms, but allows the
virus to replicate as shown by the viral titer contents in such
varieties (Scholten and Lange 2000). ‘Rizor’ was the first
diploid hybrid partially resistant to rhizomania (Richard-
Molard 1985; De Biaggi 1987). In the eighties, further re-
sistance sources were identified in Danish tests of Befta vul-
garis ssp. maritima (L.) Arcang wild-beet germplasms lead-
ing to WB41 and WB42 sources (Table 2) representing Rz3
and Rz 2 resistance genes, respectively (Lewellene ¢ al
1987; Whitney 1989). Greenhouse tests performed applying
severe infestation conditions have revealed the better per-
formance of Rz2 versus Rzl resistance genes suggesting a
different origin of both genes (Scholten et al. 1999). How-
ever, these genes are present within Chrlll at a distance
range of 20 cM (Scholten et al. 1994; Scholten et al. 1999)
to 35 ¢cM (Amiri et al. 2003). Rz3 resistance gene (Table 2)
has been also mapped on ChrllI at about 5 cM from Rzl,
suggesting that Rz2 and Rz3 might be allelic (Gidner ef al.
2005). Recently, the use of the hybrid line R36 permitted
the identification of a new QTL named Rz4 (Table 2),
which confers partial resistance to BNYVV infection (Grim-
mer et al. 2007). Rz1 or Rz2 carrying cultivars reduce viral
titer up to 6.10* fold when compared to susceptible lines
(Acosta-Leal e t al. 2008). However, their systematic use
might favor genetic drift of viral population that seems to
accumulate nucleotide variation twice rapidly, leading to
high probability for the emergence of RB isolates (Acosta-
Leal ef al. 2008).

Growing of BNYVYV resistant sugar beet cultivars is
generally accepted as the only strategy to keep sugar beet
cultivation in infested fields profitable. Reports about in-
creased aggressiveness of BNYVV P-type (France) and ap-
pearance of new BNYVV A-types (USA: Imperial Valley,
California and Minnesota) have been published (Liu et al.
2005; Liu and Lewellen 2007). These interesting studies
show the viral overcome of Rzl carrying cultivars in the
field and measure increased BNYVV levels in hair-roots of
Rz1 plants in greenhouse resistance tests.

Artificially generated resistance represents an alterna-
tive to the natural resistance (Table 2). The transgenic ex-
pression of virus-derived sequences that form double-stran-
ded RNA (dsRNA) has been obtained and lead to BNYVV
resistance (Lennefors et al. 2008). Expression of dsRNA in-
duces RNA silencing (Baulcombe 2004, 2005; Filipowicz et
al. 2005), an innate defense mechanism against invasive nuc-
leic acids that leads to the sequence specific degradation of
RNA. High levels of resistance to rhizomania were obtained
in sugar beets expressing a 0.4 kb inverted repeat construct
based on a partial BNYVV replicase gene derived sequence
(Table 2) (Lennefors et al. 2008).

Transgenic sugar beets expressing the BNYVV coat
protein (Scholten and Lange 2000), or a mutated form of
one of the tree movement protein TGB-p3 (Lauber e? al.

2001) or the sequence derived from RNA-1 (Lennefors et al.

2006) both generate higher protection levels than Rz1.
CONCLUSIONS

BNYVV RNA-3 and in particular the p25 protein consti-
tutes the rhizomania disease keystones. New emerging iso-
lates tend to bypass resistance genes by the modification of
the p25 gene sequence. Sequence variations within p25
combined with the post-translational modifications make
the study of this protein rather difficult. Further studies will
aim to characterize the major functions of p25 protein and
the cellular genes involved in the root proliferation and the
parasitic infection. Thereby, such studies will be performed
within and out viral context. The characterization of the

p25-deregulated cellular functions should allow the identifi-
cation of cellular markers that in term could help breeders
for the selection of resistant crops. Before the extensive use
of such new resistant varieties, prophylactic treatments are
used to limit the infection. Indeed, the presence of P. betae
in soils, crop transportation and scattering of soil by the
mean of farming activities are the main factors that ensure
the persistence and the spread of the virus. Even with some
adapted crop rotations, the presence of highly resistant viru-
liferous vector spores prevents any reduction of the infec-
tion. Soil fumigation with methyl bromide reduces inocu-
lum intensity but the Montreal protocol prevents its use as it
depletes the ozone layer. Crop selection and the use of new
tolerant varieties having many resistant genes (i.e. for the
virus and the vector) and also the use of efficient pathogen-
derived resistance may represent the most powerful alter-
native to grow sugar beet and maintain sugar yields.
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ABSTRACT

Beet soil-borne mosaic virus (BSBMV) and Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) belong to the Benyvirus
genus. BSBMV has been reported only in the United States, while BNYVV has a worldwide distribution. Both
viruses are vectored by Polymyxa betae and possess similar host ranges, particle number and morphology.
BNYVV and BSBMV are not serologically related but they have similar genomic organizations. Field isolates
usually consist of four RNA species but some BNYVV isolates contain a fifth RNA. RNAs 1 and 2 are essential
for infection and replication while RNAs 3 and 4 play important roles in plant and vector interactions,
respectively. Nucleotide and amino acid analyses revealed that BSBMV and BNYVV are sufficiently different
to be classified as two species. Complementary base changes found within the BSBMV RNA-3 5’ UTR made it
resemble to BNYVV 5’ RNA-3 structure whereas the 3’ UTRs of both species were more conserved. cDNA
clones were obtained, and allowed complete copies of BSBMV RNA-3 to be trans-replicated, trans-
encapsidated by the BNYVV viral machinery. Long-distance movement was observed indicating that BSBMV
RNA-3 could substitute BNYVV RNA-3 for systemic spread, even though the p29 encoded by BSBMV RNA-3 is
much closer to the RNA-5-encoded p26 than to BNYVV RNA-3-encoded p25. Competition occurred when
BSBMV RNA-3-derived replicons were used together with BNYVV-derived RNA-3 but not when the RNA-5-
derived component was used. Exploitation of the similarities and divergences between BSBMV and BNYVV

should lead to a better understanding of molecular interactions between Benyviruses and their hosts.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Beet soil-borne mosaic virus (BSBMV) is one of the member of the
Benyvirus genus together with Beet necrotic yellow vein virus
(BNYVV), the causal agent of rhizomania disease, and two other
tentative members: Burdock mottle virus (BAMV) and Rice stripe
necrosis virus (RSNV) (Koenig and Lesemann, 2005). In nature, BSBMV
and BNYVV are vectored by the protozoa Polymyxa betae and have
similar host ranges, particle number and morphology. BSBMV was first
identified in Texas in 1988 as a sugar beet virus morphologically
similar but serologically distinct from BNYVV (Heidel et al., 1997).
BSBMV is widely distributed only in the United States and, up to date,
has not been reported in other countries. Symptomatic beet plants
infected by BSBMV show slight leaf distortion, faint general mottling
and light yellow vein banding, which can progress to broad chlorotic
areas, associated with the veins. Roots of sugar beets, exhibiting foliar
symptoms of BSBMV, are often asymptomatic (Heidel et al., 1997).

* Corresponding author. Fax: +33 388614442/+33 826701099.
E-mail address: david.gilmer@ibmp-ulp.u-strasbg.fr (D. Gilmer).

0042-6822/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.virol.2008.12.013

The BSBMV genome has been described by Lee et al. (2001) and
consists of four capped and polyadenylated RNAs (Lee et al., 2001).
RNA-1 is 6683 nucleotides (nts) long and contains a single long ORF
encoding a 239 kDa polypeptide that shares amino acid homology
with known viral RNA-dependent RNA polymerases (RdRp) and
helicases. BSBMV RNA-2 is 4615 nts long and contains six ORFs. The
21 kDa viral capsid protein (CP) ORF is located at the 5'-terminus
followed by a leaky UAG stop codon, whose suppression leads to the
expression of the 74 kDa readthrough translation product. The next
three BSBMV RNA-2 ORFs have motifs typical of triple gene block
proteins (TGB) that are required for virus movement and have
predicted masses of 42 kDa, 13 kDa, and 15 kDa, respectively. The
sixth 14K ORF is similar to the cysteine-rich protein of BNYVV, which
regulates RNA-2 and CP accumulation (Hehn et al., 1995; Lee et al.,
2001). The 1720 nts BSBMV RNA-3 encodes the 29 kDa ORF that
shares 23% amino acid sequence identity with the 25 kDa ORF of
BNYVV RNA-3. Lee et al. (2001) described a single putative ORF on the
1203 nts BSBMV RNA-4 with a predicted mass (13 kDa) considerably
smaller than the BNYVV 31 kDa RNA-4 product. Thus, sequence
analyses of BSBMV RNAs reveal an overall similar genomic organiza-
tion to that of BNYVV although there are sufficient molecular
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differences to separate BSMBV and BNYVV in two different species 2005). However, some BNYVV types contain a fifth RNA. These isolates

(Lee et al., 2001). are known to be responsible for severe rhizomania symptoms even in
BNYVV was first described in Italy (Canova, 1959) and has since resistant varieties (Heijbroek et al., 1999).
been reported in many other European sugar beet growing areas, as Studies of interaction between BNYVV and BSBMV infecting the

well as in Asia and the United States (Schirmer et al., 2005). Its genome same beet plant, through mechanical inoculation, showed a high
consists of four to five plus-sense RNAs (Tamada, 1999). Within BNYVV degree of reciprocal cross-protection, a phenomenon that usually
isolates, the sequence identity is more than 99%, suggesting a highly occurs between virus strains, suggesting a close relation between the
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Fig. 1. Schematic representation of the BSBMV and BNYVV RNA-3 and derivatives used (a) and alignment of the 5'(b) and 3’(c)-untranslated terminal regions (UTR) of BNYVV RNA-3
(accession number M36894) and BSBMV RNA-3 (accession number NC_003507). (a) The viral RNA-3s are represented with their coding sequences (shaded squares) and the
conserved 20 nts sequence coremin (black box). The UTRs sequences kept for replicons are indicated. (b) The sequences within Box I, I, and Il and their complementary sequences
Box I, I', and I are highlighted and in bold lettering. The AUG start codons of BNYVV RNA-3-encoded p25 and BSBMV RNA-3-encoded p29 are boxed and designated by an arrowed
box. Nucleotides AG (positions 1 and 2 on M36894 sequence) belong to the cloning vector and not to the viral sequence. Asterisks are used to indicate conserved nucleotides. (c)
Conserved 3’-UTR structures o, 3 and vy proposed for BNYVV RNAs (Lauber et al., 1997) are indicated. Compensatory base variations are indicated by light gray and dark gray
shadowing in the BNYVV and the BSBMV sequences, respectively.

366



394 C. Ratti et al. / Virology 385 (2009) 392-399

immunological cross-reaction between the two viruses, and the
susceptibility to BSBMV of plants resistant to BNYVV (Lee et al.,
2001; Wisler et al., 2003) indicated that the two viruses are distinct.
On the molecular level, sequence alignments have already been
performed (Lee et al., 2001). Lower nucleotide sequence identities are
found between the 5’'untranslated terminal regions (UTR) of their
RNA-3 and RNA-4 (58% and 66%) even if the benyvirus RNA-1 and -2
share more than 80% and 67% sequence identity within their 5’ and 3’
UTRs respectively. 3’ UTRs are better conserved with more than 67%
identities (Lee et al., 2001). Analysis of the last 68 residues of the 3’
non-coding region of BSBMV RNAs revealed the conserved UTR
structures a, 3 and vy, proposed for BNYVV RNAs (Lauber et al., 1997).

In our study, complete copies of the BSBMV genomic RNA-3 were
obtained and used in recombination experiments. We demonstrate
the capability of the BNYVV viral machinery to replicate, encapsidate
and spread BSBMV RNA-3 in planta. The ability of BSBMV RNA-3 to
promote vascular movement of BNYVV was tested onto Beta
macrocarpa. Finally, a BSBMV RNA-3 based replicon was used for the
expression of green (GFP) and red (RFP) fluorescent protein as well as
a BSBMV RNA-3-encoded p29 protein fused to a hemagglutinin (HA)
tag. These BSBMV replicons, used together with BNYVV RNA-3 and -5
replicons (Schmidlin et al., 2005), revealed specific competition for
RNA-3 amplification.

Results

BSBMV and BNYVV present similar structural motifs within 5" UTR of
their RNA-3s

Previous studies demonstrated the role of the first 380 and the last
70 nts of BNYVV RNA-3 for its amplification (Jupin et al., 1990).
Secondary structure characterization of the BNYVV RNA-3 5’ UTR in
solution revealed short sequences named Box I, II and III that could
base-pair to 5’ proximal Box I, II’ and III’ sequences. These
complementary sequences were required for replication (Gilmer et
al., 1993; Gilmer et al., 1992b). Sequence alignments between BSBMV
and BNYVV 5’ UTRs revealed similar conserved inverted repeat motifs
in BSBMV 5’ UTR, where compensatory substitutions maintained base
pairing (Figs. 1a and b). Indeed, within Box I, C to U transition and A to
U transversion were accompanied by U to A and G to A base
substitutions in Box I. Within Box II', UU to CC transitions were
likewise compensated by AA to GG transitions in Box II. The A to U
transversion at the 5’ extremity of Box Il was not compensated and in
Box III’, six substitutions (i.e. three transitions and three transver-
sions) were found. Compensatory changes were found within Box III.

BSBMV and BNYVV 3’ UTRs share strong sequence and structure similarities

The RNA-3 3’ UTR displayed a strong sequence conservation, which
was also found among all BSBMV and BNYVV 3’ extremities.
Comparison with BNYVV 3’ secondary structure, which has been
previously established by chemical and enzymatic probing (Lauber et
al.,, 1997), revealed that BSBMV RNA-3 3’ UTR maintained base pairing
that allow the formation of stem-loop « and vy, with only CA-AG to
GU-CU compensatory changes within stem-loop vy (Fig. 1c). Within the
single-stranded 3 domain, a proposed base pairing between the
BNYVV sequence '""AAGA'"'™ and '7°UCUU'® was suggested
(Lauber et al.,, 1997). Sequence complementarities between 3,
1657GUAU®C and RY°'GUAC'7* motifs in BSBMV RNA-3 reinforced
this latter hypothesis (Fig. 1c).

BSBMV RNA-3 cDNA clones are infectious in a BNYVV context
The strong structural similarities in BSBMV and BNYVV RNA-3 UTRs

led us to investigate the possible amplification of BSBMV RNA-3 by
BNYVV replication machinery. To perform such analysis, we obtained

full-length BSBMV RNA-3 cDNA clones. Clones were 1720 bp in length
excluding polyA and only 4 nts substitutions were detected, when the
sequence was compared with the published BSBMV RNA-3 sequence
(Lee et al., 2001). One substitution was found in the 5’ UTR (G*3*°A) and
three in the p29 coding sequence (T8°%A, A®87G and T'°°°C) leading,
respectively, to D'?’E, N>*D and a silent mutation.

In vitro transcripts produced from plasmid pUC31 were rub-
inoculated together with BNYVV RNA-1 and -2 (named Stras12) helper
strain transcripts (Quillet et al., 1989) onto host plant leaves. Typical
chlorotic spots appeared 7 days post inoculation (dpi) for the Stras12
helper strain but, when BSBMV transcripts were added, severe
necrotic spots appeared (data not shown). These symptoms were
identical to those obtained when the RNA-5-encoded p26 was
expressed (Link et al., 2005). Identical amounts of C. quinoa local
lesions were collected and both total RNAs and encapsidated viral
RNAs were extracted using Trizol reagent and Protocol TM (Jupin et al.,
1990) respectively. The appearance of local lesions indicated effective
replication and cell-to-cell movement of the viral RNA-1 and -2,
whereas distinct symptoms, as compared to Stras12 helper strain,
indicate the effective replication and expression of BSBMV RNA-3-
encoded protein. This was confirmed by viral RNA detection using
BNYVV RNA-1 and -2 specific riboprobes. BSBMV RNA-3 progeny was
indeed detected within all inoculated plants (data not shown),
indicating the efficient amplification of BSBMV RNA-3 by BNYVV
replication complex. Moreover, BSBMV RNA-3 was retrieved after TM
extraction protocol, followed by incubation of 30 min at 37 °C. Virus
purification (Tamada et al., 1989), confirmed the encapsidation of
BSBMV RNA-3 by the BNYVV capsid protein (Fig. 2).

BSBMV RNA-3 supports long-distance movement of BNYVV RNA-1, -2 in
B. macrocarpa

In B. macrocarpa, BNYVV long distance movement is dependent on
the presence of RNA-3 and involves a nucleotide sequence named
“core” (Lauber et al., 1998b). Sequence comparisons of BNYVV and
BSBMV RNA-3 lead to the identification of a stretch of 22 conserved
nts present within the core sequence. We decided to determine if
BSBMV RNA-3 could replace BNYVV for long distance movement. To
test for such a complementation, ten day-old seedlings were
inoculated with Stras12 helper strain supplemented either with
BNYVV or BSBMV RNA-3 in vitro transcripts. Plants were also
inoculated with total RNA extracted from BSBMV infected C. quinoa
leaves. BSBMV inoculum was free of other beet soil-borne viruses such
as BNYVV, Beet soil-borne virus or Beet virus Q as no signal was
obtained after multiplex RT-PCR analyses (Meunier et al., 2003) (data
not shown). Except for Stras12, all inoculated leaves showed yellow
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Fig. 2. Northern blot analysis for the presence of encapsidated viral RNA-3s within C.
quinoa lesions produced 7 dpi by Stras12 helper strain alone (lanes 1 and 5) or
supplemented with transcripts of BSBMV RNA-3 (tUC31; lanes 2, 3 and 6) or BNYVV
RNA-3 (t35; in lanes 4 and 7). Total RNA (T), RNA extracted using TM protocol (TM) or
viral RNA extracted from purified virus (P) were detected using riboprobe comple-
mentary to BNYVV RNA-3 (upper panel) or with a randomly primed PCR product
specific to BSBMV RNA-3 (lower panel).
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symptoms within 5-7 dpi (Table 1). Yellow mosaic symptoms began to
appear on systemic leaves 10-14 dpi for Stras12 supplemented with
BNYVV RNA-3 and for BSBMV isolate (Table 1). More than 70% of the
plants inoculated with Stras12 supplemented with BSBMV RNA-3
presented systemic symptoms 15-22 dpi (Table 1), whereas no
symptoms nor viral RNA was detected 40 dpi in the Stras12 inoculated
plants (data not shown). At later times, leaf curling and severe dwarf
symptoms were also observed for all the systemically infected plants.
Therefore although with a 20% lower efficiency (Table 1), BSBMV RNA-
3 was able to replace BNYVV RNA-3 to ensure systemic virus spread,
(Table 1).

Foreign sequences are successfully expressed by a BSBMV RNA-3 based
replicon but competition occurs between different RNA-3 derived species

As performed previously with BNYVV, we constructed a BSBMV
expression vector based on RNA-3. For this purpose, pUC31 clone served
to produce the pReplll replicon that contained minimal 5’ and 3’ UTRs
(Fig. 1a). Using specific restriction sites, GFP, RFP and p29-HA sequences
were introduced into pReplll and served as templates for the in vitro
RNA synthesis of tRepllI-GFP, tReplII-RFP and tReplIlI-P29HA transcripts
respectively. These transcripts were inoculated together with Stras12
helper strain onto C. quinoa leaves. Green chlorotic local lesions were
observed 7 dpi when plants were inoculated with Stras12 isolate alone
or in combination with tRepllI-GFP or tRepllI-RFP (Table 2). All lesions
from leaves, inoculated in the presence of Stras12 supplemented with
RepllI-RFP or RepllI-GFP, contained RFP and GFP proteins (Figs. 3a-d).
Necrotic lesions appeared on leaves inoculated with Stras12 supple-
mented with tReplll-P29HA. p29HA was detected in all cases (not
shown). The necrotic symptoms, produced in the presence of HA-tagged
p29, were identical to those obtained when full-length BSBMV t31
transcripts were used (not shown).

Previous analyses revealed competition between BNYVV RNA-3
and RNA-3-derived replicons (Lauber et al., 1999). Therefore, ReplIl
species were inoculated together with BNYVV full-length RNA-3 or
Rep3 in the presence of the BNYVV helper strain supplemented or not
with Rep5-GFP (Schmidlin et al., 2005). Depending on the inoculum,
typical green chlorotic (CS, Table 2), yellow (YS, Table 2) and necrotic
(NS, Table 2) local lesions appeared 7 dpi on leaves.

As yellow symptoms are indicative of the expression of RNA-3-
encoded p25 (Jupin et al., 1992) and necrotic lesions indicate the
presence of full-length BSBMV (this study), the co-inoculation of
Replll-RFP with either BNYVV RNA-3 or BSBMV RNA-3 lead to the
appearance of either yellow or necrotic symptoms, respectively, and
the absence of any fluorescence within the lesions (Table 2, Fig. 3e).
This suggested competition between full-length RNA-3s and replicon
molecules, as already observed in a previous study (Lauber et al.,
1999). On the contrary, the addition of Rep5-GFP in this latter
combination gave rise to green fluorescence in the yellow local lesions
(Fig. 3f), indicating that there was no competition between RNA-5 and
RNA-3s. This non-competitive effect of Rep5-GFP with RNA-3 was also

Table 1

Kinetics of appearance of B. macrocarpa local and systemic symptoms after the
inoculation of BNYVV Stras12 helper strain supplemented with BNYVV RNA-3
transcripts (t35) or BSBMV RNA-3 transcripts (tUC31) compared to wild type BSBMV
infection

Inoculum Symptoms (dpi) Efficiency of
Local Systemic systemic
movement (%)
Stras12 5-7 - 0
Stras12+t35 5-7 10-14 290
Stras12+tUC31 5-7 15-22 >70
BSBMV isolate 5-7 10-14 >90

The efficiency of viral systemic spread corresponds to the average of systemically
infected plants versus total inoculated plants. dpi, days post inoculation; -, no virus
detection.

Table 2
Summary of the competitive properties of RNA-3 derived RNA as assessed by
fluorescence detection and phenotypic characterization

Inoculum Fluorescence Effect

(Stras12 supplemented with:)

tReplII-RFP+t35 Nd Competition: Replll inhibition, YS
tRepllI-RFP+tUC31 Nd Competition: Replll inhibition, NS
tReplII-RFP +t35 +Rep5-GFP GFP Competition: Replll inhibition, YS
tReplII-RFP+tRep3 + GFP Competition: Replll inhibition, CS
tRep5-GFP

tReplII-RFP + tRep5-GFP RFP +GFP No competition, CS

tReplII-GFP + tReplIl + Nd Competition: Replll-GFP and
tRep3-RFP Rep3-RFP inhibition, CS

tReplll-GFP + tRep3-RFP
tRepllI-GFP +tRepllI-REP

GFP and RFP  Fluorescence sector-like segregation, CS
GFP and GFP  Fluorescence torus segregation, CS

C. quinoa local lesions appeared 7 days after the inoculation of the RNA-1 and -2
containing BNYVV helper strain supplemented with BSBMV (tReplll or tUC31) and/or
BNYVV (tRep3, tRep5 or t35) derived RNAs that express green fluorescent (GFP), red
fluorescent (RFP) or viral proteins (t35 and tUC31). Rep3 and RepllI correspond to empty
viral vectors. Nd, not detected; NS, necrotic spots; YS, yellow spots; CS, chlorotic spots.

true for ReplII-RFP, as all local lesions obtained were positive for both
fluorescent proteins (Figs. 3g, h). The presence of both RepllI-GFP and
Rep3-RFP in the inoculum led to the appearance of CS lesions, that
displayed both green and red fluorescence without overlapping,
giving a sector-like fluorescent phenotype (Table 2; Figs. 3i-k). A
distinct phenotype appeared when both ReplII-RFP and ReplII-GFP
were present in the inoculum. Chlorotic lesions fluoresced in red in
the center but this was surrounded by a green fluorescent ring leading
to a GFP-torus shaped pattern (Table 2; Figs. 31-n).

The RNA content within individual local lesions was analyzed by
northern blot using specific riboprobes complementary to RNA-1 and
-2 (Fig. 4, upper panel), to BNYVV RNA-3 and -5 and BSBMV RNA-3
derived molecules (Fig. 4, middle and lower panel respectively). The
overall analysis of northern blot pattern established that no significant
inoculum effects upon the BNYVV RNA-1 and -2 accumulations
occurred except for lane 7 where lower amounts of RNA were
harvested (Fig. 4, upper panel). Replll amplification within BNYVV
context did not interfere with the accumulation of BNYVV RNA 1 and
2, as similar amount of RNAs were detected among total RNA extracts
(Fig. 4, e.g. compare lanes 1, 2 and 8). The detection of ReplII-RFP
(Fig. 4, lane 2) and RepllI-GFP (Fig. 4, lane 8) confirmed that the
fluorescence observed within local lesions was due to replication-
competent Replll RNAs. ReplllI-GFP accumulated more than ReplII-RFP
(Fig. 4, compare lanes 2 and 8). BSBMV RNA-3, BNYVV RNA-3 as well
as Rep5-GFP were detected within the viral progeny whenever the
corresponding transcripts were present in the inoculums (Fig. 4, lanes
3 to 7). No Replll was detected in the presence of full-length RNA-3s
(Fig. 4, lanes 3, 4 and 6) or when Rep3 was present (Fig. 4, lane 7).
Similarly, BSBMV Replll inhibited the accumulation of BNYVV Rep3-
RFP (Fig. 4, lane 11). Within fluorescent sectoral lesions, both Rep3-
RFP and RepllI-GFP RNAs were detected (Fig. 4, lane 9). Finally, RNA
content analyses of torus shaped lesions that display both a red and a
green fluorescence, revealed the presence of Rep-III species that could
not be distinguished by their size (Fig. 4, lane 10).

Discussion

Structural 5’ and 3’ UTR conservation allow BSBMV replication
and encapsidation

Complementation between RNA segments from two RNA viruses
with divided genomes is considered to be one of the major criteria for
the classification of virus species (Van Regenmortel et al., 1997). In the
case of the tripartite RNA genus Cucumovirus, RNA-1 and 2, which
encode methyltransferase, helicase and polymerase proteins, can be
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(1) (m)
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Fig. 3. Fluorescent expression profiles obtained 7 dpi of Stras12 helper strain supplemented with replicon vectors derived from BSBMV or BNYVV RNA-3. Expression of RFP (a, b) and
GFP (¢, d) from BSBMV Replll observed within local lesions. When t35 transcripts were coinoculated with ReplII-RFP and Rep5-GFP, RFP expression was not detected (e) whereas GFP
expression occurred (f). RFP and GFP-derived expression from RepllI-RFP and Rep5-GFP were detected within the same lesions (g, h). When the RNA-3 derived replicons were co-
inoculated, more than 90% of the lesions displayed a segregated expression profile where RFP was expressed in one part of the lesion (i, k) and GFP in the other part (j, k), otherwise
lesions displayed only one kind of fluorescence. When ReplII-RFP was mixed with ReplII-GFP, lesions fluoresced in red in the central part (I, n) and in green in the periphery (m, n).
Image merging permitted visualization of the entire local lesion (k, n). Pictures were acquired with a Nikon EB00 microscope equipped with a Nikon DXM1200 camera using different
wavelength filters: RFP expression pattern (a, b, e, g, i and 1), GFP expression pattern (c, d, f, h, j and m) and merged images (k, n).

exchanged only within the same species Cucumber mosaic virus
(CMV), Tomato aspermy virus (TAV) and Peanut stunt virus (Habili and
Francki, 1974; Hu et al., 1998; Palukaitis et al., 1992; Rao and Francki,
1981). However, RNA-3, which codes for the movement and the capsid
protein, can be exchanged between different species (Habili and
Francki, 1974; Salanki et al., 1997).

Sequence comparison between BSBMV component and BNYVV
genome revealed highly conserved essential genes on RNA-1 and -2
(Lee et al., 2001), whereas lower conservation was observed among
short sized components. Moreover, the 3’ UTR sequences of the four
BSBMV RNAs were highly conserved and comparable to the sequence
of BNYVV RNAs. We thus suspected a conserved viral RNA selection

and replication mechanism for both viruses. We focused our attention
on RNA-3, as both 5’ and 3 BNYVV RNA-3 UTRs have been previously
characterized by structural probing (Gilmer et al., 1993; Lauber et al.,
1997). The 3’-UTR of both RNA-3 species presented highly conserved
sequences with compensatory mutations validating the secondary
structure (Fig. 1c). Interestingly, this analysis permitted to confirm the
existence of the postulated interaction between BNYVV RNA-3
TMAAGA!™ and 7°5UCUUY>8 (Fig. 1, c-light gray), as compensatory
sequences '®>’GUAU'®® and '"°'GUAC'%* were found in BSBMV.
Within the BSBMV RNA-3 5’ UTR, inverted repeat sequences (named
Boxes, Fig. 1b) containing compensatory base variations were
identified. Such boxes maintain base pairing and participate in
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Fig. 4. Comparison of viral RNA contents within local lesions obtained 7 dpi on C. quinoa
leaves. The inoculum compositions are presented at the top of the figure. The positions
of the RNA species are indicated to the left. The membrane was probed with riboprobes
complementary to BNYVV RNA-1, -2, -3 and -5 (upper and middle panel) or with a
randomly primed PCR product specific to BSBMV RNA-3 (lower panel).

BNYVV RNA-3 replication and encapsidation recognition (Gilmer
et al,, 1992b, 1993). These analyses allowed us to conclude that the
BSBMV RNA-3 UTR secondary structures were highly similar to the
BNYVV RNA-3 UTRs. Due to the conserved BSBMV and BNYVV RNA-1
RdRp by-products (Gilmer et al., 1992a), we postulated that the
BNYVV replication complex could amplify BSBMV RNA-3. Detection of
BSBMV RNA-3 progeny, after the inoculation of BSBMV RNA-3
transcripts together with BNYVV helper strain, demonstrated that,
indeed, BNYVV RdRp could replicate BSBMV RNA-3. Moreover, BSBMV
RNA-3 was also encapsidated by BNYVV capsid proteins, as it was
protected during the TM extraction and virus purification processes.
Both the recovery of BSBMV RNA-3 from viral preparations and the
systemic spread of BNYVV supplemented by BSBMV RNA-3 confirmed
its trans encapsidation by BNYVV CP, as BNYVV long distance
movement requires viral particles (Quillet et al., 1989). However, we
cannot rule out the possible formation of a stable ribonucleoprotein
complex that could allow long distance spread and RNA protection.
Previous work with Potato-mop top virus, lacking its RNA-2 compo-
nent demonstrated that long distance spread of VRNA occured via
ribonucleoprotein complexes (Savenkov et al., 2003).

The symptoms induced by BSBMV RNA-3, together with Stras12
helper strain on C. quinoa leaves are more similar to the necrotic local
lesions caused by BNYVV RNA-5 p26 than to severe chlorotic local
lesions or yellow spot symptoms induced by BNYVV RNA-3 encoded
p25. As previously reported, BSBMV p29 share 23% of amino acid
sequence identity with BNYVV p25 (Lee et al., 2001) but the identity
increases to 43% when compared with sequence of BNYVV RNA-5 p26.
This may explain the similar symptoms induced by p29 and p26, but
further studies are necessary to investigate the functional properties
of BSBMV p29 and compare them with those previously described for
p26 (Link et al., 2005).

Long distance complementation: BSBMV RNA-3 can substitute BNYVV
RNA-3 species

BNYVV RNA-3 is essential for the vascular movement on B.
macrocarpa (Table 1). When tested on this host, BSBMV RNA-3
complemented viral systemic spread (Table 1). Up to now, the
essential determinant for such vascular movement has been assigned

to a BNYVV RNA-3 core sequence excluding any RNA-3 gene product
(Lauber et al., 1998b). Therefore, we hypothesized that a similar core
motif sequence is present in BSBMV RNA-3 and allows BNYVV
systemic spread. Alignment of full-length RNA-3 sequences revealed
nucleotide identity of 61% and a 20 nts sequence (5’-GUCCGAAGAC-
GUUAAACUAC-3’), conserved between both RNAs (positions 1236-
1255 and 1237-1256 for BNYVV and BSBMV RNA-3 respectively),
which will refer to as ‘coremin’ (Fig. 1a). The coremin sequence is
present in BNYVV RNA-5, BSBMV RNA-4 as well as in other viral
species belonging to the genus Cucumovirus. Interestingly, such a
sequence is present within the 5’ leader of CMV and TAV ORF-less
subgenomic RNA-5 species (Blanchard et al., 1997; Shi et al., 1997;
Thompson et al., 2008) and it is also present within the 5’ leader of
BNYVV RNA-3sub (Balmori et al, 1993). This may highlight its
important role in plant-virus interactions and possibly for the
systemic spread of the virus. Indeed, systemic infection was highly
efficient for BNYVV (RNA-1 to -3) or BSBMV (RNA-1 to -4) but was
delayed for Stras12 supplemented with BSBMV RNA-3. Such a
difference could be linked to the presence of two motifs within
BSBMV (RNA-3 and -4) and the high accumulation of BNYVV RNA-3
that could compensate the lack of a second coremin. BNYVV isolates,
that contain a fifth RNA, possess a second coremin that could also
explain their enhanced pathogenicity in sugar beet (Biittner and
Biircky, 1990). One cannot, of course, rule out a possible implication of
other genomic RNA structural motifs present in cis (Miller and White,
2006) or in trans on RNA-1 and/or RNA-2 that could favor long
distance movement.

BSBMV RNA-3 can be used as an expression vector but compete with
BNYVV RNA-3

Previous reports presented the use of BNYVV RNA-3 and -5 derived
replicons as expression vectors (Bleykasten-Grosshans et al., 1997;
Schmidlin et al., 2005). Our BSBMV RNA-3 clone was used to produce
the new viral vector Replll that served to successfully express GFP and
REP reporter genes (Fig. 3). Co-expression of proteins using two RNA-
3-derived replicons generally leads to the competitive loss of one of
the RNA-3 molecules within a local lesion (Lauber et al., 1999) except
when both replicon-encoded sequences are required for an efficient
viral replication (Lauber et al., 1998a). Consequently, successful
protein co-expression requires RNA-3 and -5 derived molecules
(Schmidlin et al., 2005). Co-inoculation of BSBMV and BNYVV-derived
replicons together with Stras12, revealed strong competition between
the RNA-3’s but not with RNA-5. This situation suggests a close
relation between the replication promoters of the two RNA-3 species
but not with RNA-5, even though the BSBMV RNA-3-encoded p29
protein is much more similar to the RNA-5-p26 protein than to the
BNYVV RNA-3-p25 protein.

RNA-3 competition was manifested either by exclusive replication
and consequent selection of the BNYVV parental type RNA-3
component leading to the loss of BSBMV RNAs (e.g. BNYVV t35 or
Rep3 excluded BSBMV tUC31 and rep-IIl), or by the replication of one
or the other RNA-3-derived replicons, leading to a random selection of
the RNA and sectored expansion of the viral species. The lack of
selective pressure between BNYVV and BSBMV RNA-3-replicons in the
latter situation suggests the presence of cis element within BSBMV
and BNYVV RNA-3 that may favor recognition and/or replication as
described for other viruses (Miller and White, 2006). Both molecules
were replicated when ReplII-GFP and RepllI-RFP were mixed together.
However, the expression of RFP was lowered (Fig. 3, compare a and 1)
and it was preferentially expressed at late infection (i.e. in the lesion
center) whereas GFP was expressed in the entire lesion (Fig. 2m). Such
a situation could be explained by the replication of both Replll vectors
at early stages of infection and the subsequent selection of the ReplII-
GFP RNA component. Such a selection could be due to RNA structures
more compatible for the replication of the GFP containing rep-III
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vector than the RFP one containing sequence. Indeed, sequences
present between the 5’ and 3’ UTRs have been shown to facilitate or
interfere with Rep3 accumulation in planta (Lauber et al., 1999).
However, we cannot rule out occurrence of recombination events that
could lead to nonreplicative chimeric RNAs.

Synergic and antagonistic effects of mixed viral infections have
been reported. Competition in BNYVV/BSBMV mixed infections has
been described in sugar beet (Wisler et al., 2003), showing that a
BNYVV infection reduces BSBMV accumulation in both susceptible
and resistant cultivars. In this report, the authors mentioned possible
competition for a cellular factor that would be necessary for the
formation of the replication complexes. Our analyses are not sufficient
to investigate this hypothesis. However, we have found that the
BNYVV replication complex is able to replicate BSBMV RNA-3, but
such replication does not occur in the presence of BNYVV RNA-3. Thus,
if BSBMV RNA-3 is necessary to fulfill the viral replication cycle, one
would expect a decrease of the BSBMV viral contents in a mixed
infection. Such a hypothesis can be drawn for the other RNA species as
well and explain the preferred fitness of BNYVV in plants. In the same
study, a preferential accumulation of BSBMV was described in one
case (Wisler et al.,, 2003). In such an unfavorable situation,
recombination between viral species would then be possible and
lead to new yet undescribed virus genotypes.

More experiments will be then needed to determine the function
and the domains involved in vascular movement of the viruses, thus
exploiting similarities and divergences between BSBMV and BNYVV to
better investigate their molecular interactions.

Materials and methods
Synthesis of a full-length infectious cDNA clone of BSBMV RNA-3

Total RNA was extracted from infected sugar beet roots grown on
BSBMV infected soil, kindly supplied by Marc Richard-Molard (ITB,
Paris), using Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA). RNA-3 cDNA
was synthesized by ImProm-II Reverse Transcriptase system (Pro-
mega, Madison, CA) using oligo(dT) primers and then amplified by
using a sense primer (nt 1-40), containing a T7 RNA polymerase
promoter and an EcoRI restriction site, coupled with the oligo(dT)
primer containing a HindlIII site. PCR products were digested by EcoRI
and HindllII restriction enzymes and cloned in EcoRI-HindIlI-digested
pUC19 (Fermentas) to obtain pUC31. Sequences were determined
using specific primers, BigDye Terminator sequencing kit and a Hitachi
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Full-length HindIlI-
digested pUC31 cDNA sequence (GenBank accession no. EU410955)
was used for the synthesis BSBMV RNA-3 infectious run-off tran-
scripts, named tUC31.

Sequence analyses

Sequences were treated with Vector NTI advance 10.3.0 software
(Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) and/or MacVector software.

Construction of the BSBMV RNA-3 replicons and derived transcripts

Replll replicon was obtained by replacing the pUC31 p29-encoded
sequence with a linker sequence (containing Ncol, Sall and BamHI
restriction sites), while retaining the 425 and 346 nts 5’ and 3’ UTRs,
respectively. The GFP and RFP sequences were inserted between the
Ncol and BamHI restriction sites to produce Replll-GFP and RepllII-
REP clones respectively. Similarly, Replll-P29HA was produced using
an Ncol-BamHI-digested PCR product, produced from the full-length
BSBMYV RNA-3 cDNA clone using reverse primers containing an HA tag
complementary sequence. BNYVV Rep3-GFP, Rep3-RFP and Rep5-GFP
were from Schmidlin et al. (2005). Transcriptions were performed as
described previously (Klein et al., 2007).

Infection of leaves and analysis of infection products

Run-off transcripts were produced and inoculated together with
the RNA-1 and -2 containing helper strain (Stras12) onto Chenopo-
dium quinoa, Beta macrocarpa and Tetragonia expansa leaves as
previously described by Klein et al. (2007). Local lesions appeared
7 dpi and were analyzed for GFP and RFP fluorescence, with a Nikon
E800 microscope equipped with a Nikon DXM1200 camera. Total
RNA contents were analyzed after Trizol reagent RNA extraction.
Encapsidated RNAs were either obtained using Protocol TM (Jupin
et al, 1990) or from purified virus using the method already
described by Tamada et al. (1989). BNYVV RNA detection was
performed as described (Link et al., 2005; Schmidlin et al., 2005).
BSBMV RNA-3 and Replll were detected using random 3?P-labeled
DNA probes corresponding to nucleotides 965 to 1720. Protein
analysis was carried out by Western blotting following the protocol
described by Link et al. (2005) using rabbit anti-BNYVV CP and anti-
GFP polyclonal IgG and mouse Anti-HA-Peroxidase monoclonal
antibody (Sigma-Aldrich, MO, USA) raised against the BNYVV coat
protein, GFP and HA tag, respectively.
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RESUME

Etude des propriétés biologiques de la protéine p25, de 'ARN3 et de la protéine p14
du Beset necrotic yellow vein virus : vers de nouvelles stratégies de luttes antivirales ?

Le virus des nervures jaunes et nécrotiques de la betterave (BNYVV) est responsable de la
rhizomanie de la betterave sucriére. La prolifération racinaire, les symptémes foliaires et le
mouvement a longue distance viral sont liés a 'ARN3 viral. Si l'infection systémique du
virus nécessite une séquence nucléotidigue de 'ARN3 de 20 nts appelée coremin, les
symptémes foliaires et racinaires sont induits par I'expression de la protéine p25. Mes
recherches ont été consacrées a l'étude des modifications post traductionnelles de la
protéine p25, et plus précisément l'incidence des phosphorylations sur ses propriétés
connues, pour rechercher un éventuel mutant dominant négatif utilisable dans la lutte
antivirale. Cette étude a montré un réle de la phosphorylation de la protéine p25 dans la
modulation de ses propriétés. J'ai recherché les partenaires cellulaires et viraux de la
protéine p25 par co-immunoprécipitation et double hybride de levure et montré que la
protéine p25 forme un complexe avec les composants de SCF (F-box-KelcheASK2+Cull).
Nos recherches concernant la séquence coremin de 'ARN3 indispensable pour 'infection
systémique cheBeta macrocarpa ont révélé linteraction spécifique entre cette petite
séquence et la protéine pl4, le suppresseur de RNA silencing codé par 'ARN2. La
protéine pl4 et la séquence d’ARN3 sont nécessaires au mouvement a longue distance.
Leur interaction favorise mais n’apparait pas essentielle au mouvement viral a longue
distance sur B. macrocarpa et Nicotiana benthamiana. La présence de la séquence coremin
complémente directement ou indirectement la fonction de la protéine p14 dans I'inhibition
de la mort cellulaire et dans la multiplication virale.

ABSTRACT

Study of biological properties of the p25 protein, the RNA3 and p14 protein of Beet
necrotic yellow vein virus: towards new strategies for antiviral fights?

The Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) is responsible for the rhizomania syndrome

of sugar beet. Root proliferation, leaf symptom expression and long distance movement are
directly linked to the viral RNAS3. If the systemic spread of the virus requires the 20 nts
long coremin sequence on the RNA3, the leaf (yellowing) and root (proliferation)
symptoms are induced by the expression of the p25 protein. My researches were dedicated
to study the post translational modifications of p25 protein, more precisely the incidence of
phosphorylations on p25 properties, looking for a possible dominant negative mutant to be
used in antiviral fights. This study showed that p25 phosphorylation modulates its
properties. I've searched for cellular and viral partners of the p25 protein using co-
immunoprecipitation and yeast two-hybrid and showed that the p25 protein forms a
complex with the components of a SCF (F-box-KelcheASK2+Cull). Our researches
concerning the RNA3 coremin sequence responsible for the systemic sprdzatiaon
macrocarpa, evidenced a specific interaction between this RNA3 sequence and the RNA2-
encoded pl4 silencing suppressor protein. Both p14 and the coremin sequence are required
for viral systemic spread. Their interaction favors but appear not essential for the long
distance movement of the virus dh macrocarpa and Nicotiana benthamiana. The
coremin sequence can directly or indirectly complement the pl4 function in symptom
manifestation and in the viral multiplication.
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