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°C degré celsius 

A ampère 

ADN/DNA acide désoxyribonucléique 

ADNc ADN complémentaire 

AGO Argonaute 

ARN 

sub/sg 

ARN subgénomique 

ARN/RNA acide ribonucléique 

ARNm ARN messager 

BET bromure d'éthidium 

BSA bovine serum albumine 

BTE BYDV cap-independant 

translation element 

Ci curie 

CIP calf intestinal phosphatase 

cM centimorgan 

CP protéine de capside 

cRT-PCR RT-PCR circulaire 

cv cultivar 

Da dalton 

DCL Dicer-like protein 

DNase désoxyribonucléase 

dNTP désoxyribonucléotide 

DO densité optique 

DTT dithiotréitol 

EDTA acide éthylène diamine 

tétraacétique 

EGTA acide éthylène glycol 

tétraacétique 

F farad 

g constante de gravité 

g gramme 

GFP green fluorescent protein 

h heure 

ha hectare 

ha-siRNA heterochromatin-associated short 

interfering RNA 

HEPES N-2 hydroxyethyl piperazine acid 

N'-2ethane sulfate 

hER human estrogen receptor 

Hpt hygromycine phosphotransférase  

HR réponse hypersensible 

IPTG isopropyl-"-D-

thiogalactopyranoside 

IR-PTGS inverted-repeat PTGS 

j jour 

J joule 

l litre 

lacZ !-galactosidase 

LB Luria Broth 

LB bordure gauche du T-DNA 

M molaire 

m mètre 

min minute 

miRNA micro RNA 

MM masse molaire 

mol mole 

nat-siRNA natural cis-antisense transcripts-

siRNA 

NLS nuclear localization signal 
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NPT néomycine phosphotransférase 

nts nucléotides 

OCS octopine synthase 

ORF open reading frame 

PAGE polyacrylamide gel 

electrophoresis 

pb paire de bases 

pBin plasmide binaire 

PBS phosphate buffered saline 

PCR réaction de polymérisation en 

chaîne 

PDR  résistance dérivée du pathogène 

PEG polyéthylene glycol 

PNK polynucléotide kinase 

PTGS post-transcriptional gene 

silencing 

PVP polyvinyl pyrrolidone 

qsp quantité suffisante pour 

QTL locus à effets quantitatifs 

RACE amplification rapide des 

extrémités d'ADN 

RB bordure droite du T-DNA 

RdRp ARN polymérase ARN-

dépendante 

RISC RNA induced silencing complex 

RNase ribonucléase 

rNTP ribonucléotide 

rpm rotation par minute 

RT transcription inverse 

s seconde 

satRNA ARN satellite 

scFv single chain variable fragment 

SDS dodécylsulfate de sodium 

siRNA small interfering RNA 

SSC sel sodium citrate 

ssp sous-espèce 

STE tampon sel tris EDTA 

TAP tobacco acid pyrophosphatase 

tasiRNA trans-acting short interfering 

RNA 

TBE tris borate EDTA 

T-DNA ADN transféré 

TE tris-HCl-EDTA 

TEMED NNNN'-tétraméthyle éthylène 

diamine 

TGS transcriptional gene silencing 

Tris tri(hydroxyméthyl)aminométhane 

U Unité enzymatique 

UV ultra-violet 

V volt 

VIGS virus-induced gene silencing 

X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-"-D-

galactopyranoside 

XRN exoribonucléase 

XVE gène de fusion LexA-VP16-hER 

" ohm 
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Ad5  Human adenovirus type 5 

ACLSV Apple chlorotic leaf spot virus 

AlMV Alfalfa mosaic virus 

BaMV   Bamboo mosaic potexvirus 

BBMV Broad bean mottle bromovirus 

BMV Brome mosaic virus 

BMYV  Beet mild yellowing virus 

BNYVV Beet necrotic yellow vein virus 

BSBMV Beet soil borne mosaic virus 

BSBV  Beet soil borne virus 

BVDV Bovine viral diarrhea virus 

BVQ  Beet virus Q 

BWYV  Beet western yellows virus 

BYDV Barley yellow dwarf virus 

BYV Beet yellows virus 

CarMV Carnation mottle virus 

CCFV Cardamine chlorotic fleck virus 

CLBV Citrus leaf blotch virus 

CMV  Cucumber mosaic virus 

CNV  Cucumber necrosis virus 

CTLV Citrus tatter leaf virus 

CTV Citrus tristeza virus 

CYDV  Cereal yellow dwarf virus 

CymRSV Cymbidium ringspot virus 

CYMV Clover yellow mosaic potexvirus 

EAV Equine arteritis virus 

EBV Epstein-Barr virus 

FHV Flock house virus 

GRSV Groundnut ringspot virus 

GVA Grapevine virus A 

GVQ Grapevine virus Q 

HCV Hepatitis C virus 

IBV Infectious bronchitis virus 

LIYV Lettuce infectious yellows virus 

LRV Leishmaniavirus 

MBV  Mushroom bacilliform virus 

MCMV  Maize chlorotic mottle virus 

MHV Mouse hepatitis virus 

PFBV Pelargonium flower break virus 

PPV Plum pox virus 

PVA Potato virus A 

PVX Potato virus X 

PVY Potato virus Y 

RCNMV Red clover necrotic mosaic virus 

SBWMV Soil-borne wheat mosaic virus 

SFV Semliki Forest virus 

SINV Sindbis virus 

TBSV Tomato bushy stunt virus 

TCSV Tomato chlorotic spot virus,  

TCV  Turnip crinkle virus 

TEV Tobacco etch virus 

TGEV Transmissible gastroenteritis 

virus 

TMV Tobacco mosaic virus 

TSWV Tomato spotted wilt virus 

TuMV  Turnip mosaic virus 

TYLCV Tomato yellow leaf curl virus 

TYMV Turnip yellow mosaic virus 

VSV Vesicular stomatitis virus 

WNV West Nile virus 

WSMoV Watermelon silver mottle virus 

WTV Wound tumor virus 

ZYMV Zucchini yellow mosaic virus 
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Avant d’aborder mon travail de thèse, je propose tout d’abord de le replacer dans le contexte global du 

sujet. Ainsi, dans le chapitre d’introduction j’aborderai l’état des connaissances établies sur la 

rhizomanie, la maladie virale associée au virus que j’ai étudié : le BNYVV (Beet necrotic yellow vein 

virus). Dans un deuxième temps, je présenterai les enjeux majeurs des différents chapitres dont ma 

thèse est constituée. Chaque chapitre étant indépendant, j’ai choisi de les présenter individuellement par 

une partie introductive permettant la mise en place du sujet. 

 

I. La rhizomanie 

 

La rhizomanie est une maladie virale, affectant spécifiquement la betterave sucrière (Beta vulgaris). Les 

caractéristiques de la pathologie seront abordées sous forme d’une revue, co-écrite par les membres et 

des collaborateurs de mon laboratoire et publiée dans le journal Plant Viruses (Peltier et al., 2008). 

Cette revue décrit les conséquences de la maladie sur plante, les propriétés moléculaires du virus 

responsable de la rhizomanie (BNYVV), mais également du vecteur responsable de la propagation de la 

maladie. Elle décrit aussi les moyens de lutte mis en œuvre pour éviter la propagation de la rhizomanie. 

J’ai également participé à l’écriture d’une autre revue sur le BNYVV, en français mais moins récente et 

qui sera présentée en annexe (Hleibieh et al., 2007). 
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II. Enjeux de mon travail de thèse 

 

Comme nous venons de le voir, la rhizomanie de la betterave sucrière constitue un problème agricole 

mondial majeur, qui inquiète particulièrement la société semencière SESVanderhave. Mon laboratoire 

d’accueil étant spécialisé dans l’étude du BNYVV, une collaboration entre les deux partenaires a été 

mise en œuvre depuis plusieurs années afin de conjuguer les compétences et de favoriser les 

recherches et les perspectives de lutte contre la maladie. Ainsi, j’ai bénéficié pendant plus de trois ans, 

d’un financement de thèse sous forme de Conventions Industrielles de Formation par la Recherche 

(CIFRE), me permettant de mener un projet de recherche, sous la responsabilité du CNRS et de 

l’entreprise. 

 

Il a été démontré que la protéine p25, codée par l’ARN-3 est majoritairement responsable de 

l’aggravation des symptômes foliaires et racinaires, et qu’elle serait un facteur de virulence. L’ARN-3 

doit donc être particulièrement étudié afin de pouvoir trouver un moyen de limiter les conséquences de 

la maladie. La recherche appliquée ne pouvant progresser sans une recherche fondamentale amont, 

mon travail a consisté en l’association de ces deux facettes, focalisées à la fois sur l’ARN-3 et sur la 

protéine p25. Mon travail est ainsi divisé en trois chapitres, chacun présentés par une introduction 

spécifique du sujet abordé. 

 

Le chapitre I présentera les travaux réalisés visant à évaluer une méthode de lutte contre le BNYVV, 

par l’utilisation d’une technique permettant la mise en place de l’ARN silencing. Je décrirai tout 

d’abord les connaissances actuelles de la lutte antivirale en général, ainsi que le mécanisme d’ARN 

silencing. Enfin, je présenterai l’application de cette technique à l’ARN-3 du BNYVV, et les résultats 

obtenus suite à la réalisation de tests de résistance sur différentes plantes hôtes.  

 

Le chapitre II introduira plus en détail l’état actuel des connaissances sur la protéine p25. Si les 

modulations phénotypiques associées à cette protéine sont très étudiées, les mécanismes moléculaires 

ne sont pas encore élucidés. Nous nous sommes alors particulièrement intéressés aux conséquences 

cellulaires de la présence de p25, et notamment à l’étude des gènes dérégulés. Nous avons utilisé 

comme outil la plante modèle Arabidopsis thaliana. Des plantes transgéniques exprimant la protéine 

p25 ont été obtenues et leur étude initiée au cours de la thèse de Laure Schmidlin (thèse de doctorat 

ULP, Schmidlin, 2005), et poursuivies lors de mon travail de thèse. Le phénotype des plantes 

exprimant p25, leurs contenus hormonaux, ainsi que les modulations transcriptomiques ont été 

caractérisés, menant à l’écriture d’une publication qui sera prochainement soumise et dont je suis co-

premier auteur (Peltier et al., 2010). Je présenterai également les résultats obtenus suite à l’obtention 

de lignées d’A. thaliana exprimant la protéine p25 sous contrôle d’un promoteur inductible, puis ceux 
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concernant les analyses effectuées sur des Nicotiana tabacum exprimant la protéine p25. Lors de cette 

étude j’ai également produit des plantes transgéniques exprimant l’ARN-3 du BNYVV complet ou 

délété de ses séquences UTR. Ces plantes nous ont permis d’initier l’étude présentée dans le chapitre 

III. 

 

Le chapitre III abordera la recherche fondamentale menée au laboratoire concernant l’ARN-3 et son 

ARN subgénomique, l’ARN-3sub. En guise d’introduction, je présenterai les caractéristiques majeures 

mais aussi plus inhabituelles des ARN subgénomiques et des autres ARN non génomiques retrouvés 

lors d’infections virales. Cette introduction permettra d’avoir une vision globale des mécanismes de 

synthèse des ARN associés aux autres espèces virales, afin de mieux appréhender le mécanisme 

propre au BNYVV. En effet, la partie résultats de ce chapitre montrera que l’ARN-3sub n’est pas issu 

d’une néosynthèse de la réplicase virale, et qu’il n’est donc pas un ARN subgénomique habituel. Nous 

avons étudié le mode de synthèse de l’ARN-3sub, ainsi que son rôle dans le cycle viral. 

 

Enfin, la conclusion générale décrira les avancées scientifiques obtenues suite à mon travail de thèse. 

Je discuterai également des perspectives qui permettront de poursuivre mes travaux et d’approfondir 

les connaissances sur la mise en place de la pathogénicité liée au BNYVV. 
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Chapitre I 
 

Lutte contre la rhizomanie : cibler l’ARN-3 

 

 

 

I. Les dégâts causés par la rhizomanie 

1.1. Une épidémie mondiale 

La rhizomanie a été observée et décrite pour la première fois dans les années 1950 dans la plaine du 

Pô et la vallée de l’Adige, au nord de l’Italie (Canova, 1959). D’autres foyers initiaux ont été décrits 

en Asie et au Moyen-Orient. Depuis, la maladie s’est propagée vers l’ensemble des pays du globe où 

toutes les zones betteravières sont touchées, excepté l’Angleterre où la maladie reste localisée à 

quelques parcelles, ainsi que les pays scandinaves qui sont à ce jour encore épargnés. 

1.2. Pertes économiques 

Les conséquences de la rhizomanie sont désastreuses d’un point de vue économique, puisqu’elles 

diminuent directement le rendement en sucre, comme cela a été décrit lors de sa découverte 

"fenomeno dei bassi titoli" (syndrôme de faible teneur en sucre) (Piolanti et al., 1957). En effet, les 

symptômes atteignent principalement la partie consommable de la betterave, ce qui a pour 

conséquence non seulement une diminution significative de la taille du pivot mais également une 

réduction de 10 à 20% de la teneur en sucre (Heijbroek, 1985). De plus, le rendement d’extraction du 

saccharose pendant la purification est lui aussi drastiquement diminué (Johansson, 1985 ; Richard-

Molard, 1985) provoquant des pertes allant jusqu’à 70%. 
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La sévérité de la maladie et la perte de rendement dépendent également de la capacité de 

multiplication du vecteur Polymyxa betae, un protozoaire. La température est un des facteurs 

importants pour la multiplication du vecteur. Celle-ci est maximale entre 25 et 30°C (Rush, 2003). 

Dans une moindre mesure, l’humidité du sol permet également une meilleure prolifération du 

protozoaire, qui est donc favorisée par l’irrigation du sol. Cependant, compte-tenu des propriétés 

biologiques de P. betae, le mode d’acquisition et de transmission du virus ne sont pas bien connus. En 

effet, P. betae n’est pas cultivable in vitro. C’est un parasite obligatoire des cellules superficielles des 

radicelles des chenopodiacées. La sévérité de la maladie est aussi directement reliée au titre du virus 

dans la plante, qui est lui-même relié à la quantité d’inoculum présente dans le sol (Rush, 2003). 

1.3. Persistance de la maladie 

En plus de ses conséquences désastreuses sur une saison de culture de betterave, la rhizomanie a la 

particularité de pouvoir se transmettre aux cultures des saisons suivantes grâce à la persistance du 

vecteur dans les terres infestées. En effet, P. betae a un cycle de reproduction complexe, passant par 

un stade sous forme de spores, appelées cytosores, capables de rester en dormance plus de 15 ans 

jusqu’à trouver des conditions favorables pour germer (Heijbroek, 1987). Ces spores virulifères 

persistent donc dans le sol malgré l’alternance des cultures en champs, et peuvent transmettre le virus 

aux betteraves des années plus tard (Abe and Tamada, 1986). Le vecteur peut également être transmis 

à d’autres parcelles par le biais de terre infestée, transportée par des machines agricoles. Ce mode de 

transmission est d’ailleurs le principal responsable de la propagation de la maladie (Rush, 2003). 

 

La recherche et l'utilisation de nouvelles technologies a permis d’éviter l’arrêt total des cultures de 

betterave dans les zones les plus touchées, et d’envisager différents moyens physiques, chimiques ou 

biologiques pour lutter efficacement contre cette maladie.  

 

II. Les différents moyens de lutte antivirale 

2.1. Neutralisation des vecteurs de transmission des virus 

D’une manière générale il est difficile de lutter directement contre les virus de plantes qui sont des 

parasites intracellulaires, indissociables de leur hôte. Cependant il est possible de lutter contre leurs 

vecteurs. En effet, la majorité des phytovirus nécessitent des insectes, nématodes ou protozoaires pour 

leur transmission puisque les plantes sont immobiles. Ainsi, ces vecteurs sont devenus des cibles de 

choix pour limiter la propagation des virus. Aujourd’hui, beaucoup de pesticides sont répandus sur les 

champs afin de les éliminer, une solution certes efficace, mais dangereuse pour l’environnement et la 

santé humaine. En effet, plusieurs études établissent une corrélation entre l’utilisation répétée de ces 
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produits toxiques et le nombre de cas de cancers avérés dans la population agricole (Blair and Zahm, 

1995). 

 

Les Polymyxa spp. sont des vecteurs telluriques de nombreux phytovirus, dont le BNYVV (Campbell, 

1996). En ce qui concerne le virus de la rhizomanie, le seul moyen d’éradication de P. betae est la 

fumigation des sols infestés par des produits toxiques comme le bromure de méthyle ou le 

dichloropropène/dichloropropane (Rush, 2003). Cette mesure diminue efficacement la quantité de 

vecteur virulifère présente dans le sol, et donc limite la propagation de la maladie, permettant une 

augmentation du rendement en sucre de 1,3 à 7,3 tonnes/ha aux Etats-Unis, et de 2,1 à 6,9 tonnes/ha 

en France (McGrann et al., 2009). Cependant, les coûts et la toxicité de ces traitements ne permettent 

pas leur utilisation à grande échelle et ils ont par la suite été abandonnés (traité de Montréal, 1987). 

Outre les mesures chimiques, il existe des mesures agronomiques adaptées pour éviter la propagation 

de la maladie par le vecteur virulifère. Un drainage suffisant du sol, ainsi qu’une irrigation raisonnée 

limitent la prolifération de P. betae. De plus, un maintien de la structure du sol évite son déplacement 

et limite la propagation du vecteur sur d’autres parcelles (Rush, 2003). 

Cependant ces mesures ne sont pas suffisamment efficaces et les risques de propagation de la maladie 

restent élevés. D’autres moyens sont donc nécessaires afin de lutter contre les maladies virales 

d’origine tellurique. Les recherches sur le sujet ont permis de mettre au jour des méthodes biologiques 

issues de la sélection génétique naturelle, mais des essais de transgenèse de betterave ont également 

montré des résultats encourageants, comme nous allons le voir dans les paragraphes suivants. 

2.2. Recherche de plantes naturellement résistantes  

La variabilité génétique permet aux organismes de bénéficier de résistances naturelles à certains 

agents biotiques et abiotiques, ou d’être en tout cas moins affectés par une maladie. C’est sur ce 

constat que les premières tentatives de sélection systématique de plantes résistantes ou tolérantes à la 

rhizomanie ont été effectuées en Italie dans les années 1960 par Maribo, une entreprise semencière 

danoise. Le cultivar diploïde "Alba P" fut la première variété de betterave sucrière (B. vulgaris) 

présentant une résistance partielle à la rhizomanie (Biancardi et al., 2002). Il a été suggéré que la 

résistance serait due à une réaction active de la plante face au pathogène, plutôt qu’une simple 

tolérance. "Dora" et "Lena" sont d’autres cultivars présentant une résistance partielle à la rhizomanie 

(Scholten and Lange, 2000). 

 

L’Institut Technique de la Betterave (ITB) de Paris continua les recherches alors que les champs 

autour de Pithiviers dans le Loiret étaient particulièrement infectés. La variété hybride "Rizor" obtenue 

en 1982 fut la première variété à montrer de bons résultats en réduisant significativement les 

dommages dus à la maladie, mais en maintenant la capacité du virus à se répliquer. Au vu de la 
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ségrégation de cette tolérance au sein des générations suivantes, celle-ci ne serait pas due à un gène 

unique, mais à un gène majeur aidé par d’autres gènes mineurs. Les mécanismes de résistance 

identifiés semblent multiples : ils affectent la circulation des particules virales dans les vaisseaux du 

xylème, mais aussi la reproduction du vecteur. Cependant, compte-tenu des mauvais rendements en 

terre saine et de la mauvaise résistance à d’autres maladies, d’autres lignées ont été recherchées et 

sélectionnées (Biancardi et al., 2002).  

 

Une autre variété de betterave sucrière (Holly) a été obtenue en 1983. Testée expérimentalement, elle 

présente une forte résistance due à un gène dominant nommé Rz1 (Biancardi et al., 2002). Le 

mécanisme de résistance n’est pas encore bien compris, mais semblerait agir davantage sur le virus 

que sur le vecteur. En effet, il a été montré que la réplication du BNYVV et le titre viral sont diminués 

dans les plantes présentant l’allèle Rz1. Cependant, son caractère n’est pas complètement dominant 

puisque la résistance au BNYVV est supérieure lorsque l’allèle Rz1 est en contexte diploïde qu’en 

contexte triploïde. Bien que la résistance soit élevée, le titre viral peut être aussi élevé dans la variété 

portant le gène Rz1 que dans une variété sensible, dans des conditions d’infection sévère (Scholten and 

Lange, 2000). Cette situation est problématique car elle maintient la charge virale dans le sol.  

 

Rz1 est maintenant déployé à grande échelle, de l’Europe aux Etats-Unis. Cette résistance, due à un 

seul gène, voit ses limites atteintes car les pressions de sélection exercées par les betteraves résistantes 

favorisent l’évolution de nouvelles populations virales capables de contourner ces résistances, comme 

les isolats RB (resistance-breaking) décrits récemment (Liu et al., 2005 ; Acosta-Leal et al., 2008). 

L’utilisation de multiples résistances permettrait de ralentir l’émergence de ces nouveaux variants. 

 

Un deuxième allèle de résistance nommé Rz2 a été découvert chez B. vulgaris subsp. maritima 

(Scholten et al., 1999). Cet allèle, localisé entre 20 cM et 35 cM du locus Rz1 selon les sources, 

confère une meilleure résistance que Rz1. D’autres gènes ont par la suite été caractérisés. Le gène Rz3 

est localisé à 5 cM du locus de Rz1 (Gidner et al., 2005). De récentes études suggèrent que Rz2 et Rz3 

seraient en réalité le même gène. Rz4 (Grimmer et al., 2007) et Rz5 caractérisés par QTL (quantitative 

trait locus) seraient probablement alléliques du gène Rz1 (Grimmer et al., 2008). Ainsi, les locus 

représentés par –Rz1, Rz4, Rz5– et –Rz2, Rz3–, tous localisés sur le chromosome 3, sont les seuls 

actuellement connus capables de conférer une bonne protection contre le BNYVV. Le fait que ces 

deux loci soient liés rend l’obtention de variétés double-résistantes difficile. 
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2.3. Lutte antivirale par transgenèse 

Ce chapitre ne présentera pas les approches visant à exprimer des scFv (single chain variable 

fragment), des protéines recombinantes mimant les domaines fonctionnels d'immunoglobulines et 

pouvant permettre l'inactivation de protéines virales tout comme le feraient des anticorps neutralisants 

(pour exemple, voir Fecker et al., 1997). 

2.3.1. Résistance dérivée du pathogène 

Le concept de résistance dérivée du pathogène, ou PDR (pathogen-derived resistance) a été proposé 

pour la première fois en 1985 par Sanford et Johnston (Sanford and Johnston, 1985). Il consiste en 

diverses approches de transformation de plantes d’intérêt afin qu’elles expriment des gènes ou des 

séquences de gènes viraux, qui pourront alors conférer une forte résistance aux pathogènes ciblés. Les 

premiers tests encourageants ont été réalisés par l’expression de protéines virales (protéine de capside, 

réplicase), puis de séquences d’ARN plus ou moins modifiées. Le paragraphe suivant relate l’actualité 

de l’utilisation de ces techniques, de leur diversité, de leur efficacité et de leur application pour la lutte 

contre le BNYVV. 

a) Protéine de capside (CP) 

Le concept de PDR a été démontré pour la première fois avec l’expression de la protéine de capside 

(CP) du TMV (Tobacco mosaic virus) dans des plants de tabac (Powell-Abel et al., 1986). Le niveau 

de protection conférée par l’expression de la CP contre ce virus fut encourageant mais variable selon 

les plantes. En effet, les plantes exprimant la CP montrent un délai dans l’apparition des symptômes, 

et 10 à 60% des plantes sont complètement "immunisées". Dans le cas d’une concentration d’inoculum 

plus forte, les plantes transformées présentent une atténuation des symptômes. Il est intéressant de 

noter que la résistance est efficace uniquement sur un inoculum contenant des virions purifiés, mais ne 

l’est pas sur des inoculums constitués d’ARN viral ou des particules virales partiellement décapsidées 

(Powell-Abel et al., 1986 ; Register and Beachy, 1988). La spécificité de la protection a également été 

testée en inoculant différents virus appartenant au même genre, mais avec plus ou moins d’homologie 

de séquence en acides aminés (Nejidat and Beachy, 1990). L’expression de la CP du TMV confère une 

résistance aux virus présentant au minimum 60% d’homologie au niveau de la séquence de la CP 

(Nejidat and Beachy, 1990).  

D’autres études, en revanche, ont montré une résistance spécifique, notamment contre le TEV 

(Tobacco etch virus) qui est obtenue grâce à l’expression de sa CP dans des plants de tabac. Toutefois, 

ces plantes ne sont pas protégées contre l’infection par un potyvirus très proche, le PVY (Potato virus 

Y) dont la CP possède environ 63% d’homologie avec celle du TEV (Lindbo et al., 1993). 
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Ce mécanisme de résistance médiée par la capside est encore mal compris. Comme la résistance est 

souvent meilleure face à l’inoculation de virions par rapport à l’inoculation d’ARN viraux, il est 

supposé que la CP interviendrait dans les étapes précoces d’infection, non pas en s’associant aux ARN 

viraux disponibles, mais en empêchant la décapsidation des virions existants (Beachy et al., 1990). Il a 

également été montré qu’une mutation du codon initiateur de la CP empêchant sa traduction ne permet 

pas de protéger la plante contre une infection, et que la quantité de CP produite est proportionnelle au 

taux de protection, suggérant que la protéine serait elle-même impliquée dans le mécanisme de 

résistance et non pas son ARN messager (Powell et al., 1990). Il est en tout cas clair que les facultés 

d’agrégation des protéines de CP sont corrélées à la résistance, puisque des mutants de capside 

dépourvus de cette propriété ne protègent plus de l’infection par le virus (Asurmendi et al., 2007 ; 

Bendahmane et al., 2007). De plus, certaines mutations dans la CP affectent l’accumulation de 

protéine de mouvement (MP) et conduisent à une meilleure protection (Bendahmane et al., 2007).  

En ce qui concerne un autre virus, l’AlMV (Alfalfa mosaic virus), le mode d’action de la résistance 

apparaît encore plus complexe : alors qu’un faible taux de CP protège la plante contre un inoculum 

composé de virions encapsidés, un taux plus élevé ou une expression d’une CP mutée confère une 

résistance à une inoculation de virions mais aussi d’ARN (Baulcombe, 1996). Cela suggère que la 

résistance agit à deux niveaux : un niveau où le faible taux de CP inhibe la décapsidation des virions, 

alors qu’un deuxième niveau de résistance interviendrait à un stade du cycle où la CP est impliquée, en 

interagissant avec l’ARN viral ou des protéines de l’hôte.  

Le PDR contre le PVX (Potato virus X) est aussi efficace contre un inoculum constitué de virions ou 

d’ARN. Des explications ont été proposées pour expliquer la résistance au PVX conférée par 

l’expression de la CP : la CP pourrait inhiber la traduction de la réplicase en se fixant sur la région 5’ 

de l’ARN, renfermant le site d’encapsidation de l’ARN, et ainsi empêcher la réplication du virus 

(Baulcombe, 1996). 

Toutefois, la PDR présente certaines limites dans le cas d’infections mixtes couramment rencontrées 

dans la nature. En effet, si la résistance contre le PVA (Potato virus A) est conférée par l’expression de 

la CP dans des plantes de Nicotiana benthamiana, cette résistance devient inefficace et est contournée 

par l’infection par un autre potyvirus, le PVY (Savenkov and Valkonen, 2001). 

 

Des tentatives de lutte antivirale ont été mises en place contre la rhizomanie en utilisant un transgène 

codant pour la CP du BNYVV. Malgré l’absence de détection de la protéine CP dans les betteraves 

transgéniques, une résistance efficace a été démontrée en serre mais également en champs, indiquant 

probablement l'implication de l'ARN issu du transgène dans la résistance (Mannerlöf et al., 1996). 

b) Autres protéines virales 

Des mécanismes de PDR basés sur l’expression de protéines virales non-structurales ont été testés 

(Prins et al., 2008).  
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Ainsi, il existe un mécanisme de protection impliquant des protéines non-fonctionnelles, comme par 

exemple la MP du TMV, alors qu’une protéine fonctionnelle permet au contraire une augmentation 

des symptômes (Ziegler-Graff et al., 1991). Cela peut s’expliquer par une compétition de fixation au 

niveau des plasmodesmes entre les MP sauvages et mutées. Il a aussi été montré que cette résistance 

n’est pas spécifique, puisqu’elle protège contre des potex-, cucumo- et tobravirus en plus des 

tobamovirus, virus exprimant des protéines de mouvement 30K-like (Cooper et al., 1995). 

En ce qui concerne le BNYVV, de telles méthodes ont déjà été testées. Ainsi, il a été montré que la 

protéine de mouvement p15 dans sa forme sauvage ou mutée, inhibe le mouvement de cellule à cellule 

sur feuille de Chenopodium quinoa (Lauber et al., 2001). Un mutant dominant-négatif de cette 

protéine a également été testé par transgenèse sur B. vulgaris, et il en résulte une bonne protection 

contre l’infection naturelle. Cependant, les plantes des générations suivantes peuvent perdre cette 

particularité, ce qui limite leur utilisation en agriculture. 

 

Comme nous l’avons vu, le mécanisme de PDR basé sur l’expression de protéines virales est très 

complexe et variable suivant les plantes, les virus et les protéines utilisées, et limite ainsi la possibilité 

de prévoir son impact sur la résistance. La découverte de l’ARN silencing a bouleversé la lutte 

antivirale par transgenèse, en assurant une meilleure spécificité et une meilleure efficacité. 

2.3.2. ARN silencing 

Si certaines des résistances par PDR sont dues à l’expression des protéines elles-mêmes, de 

nombreuses ambiguïtés persistent quant à l’implication des ARN ou à la dualité d’action des deux 

protagonistes dans l’établissement de la résistance (Prins et al., 2008). Cependant, l’implication des 

ARN dans la résistance a été clairement démontrée par l’utilisation de transgènes non traduisibles. 

Pourtant, là encore, le taux d’expression du transgène n’est pas forcément corrélé au degré de 

résistance. Lindbo proposa un modèle basé sur l’idée d’une résistance séquence-spécifique où le 

transgène ciblerait la dégradation de tous les ARN présentant une séquence homologue (Lindbo et al., 

1993). En effet, son équipe a montré une corrélation entre l’extinction post-transcriptionnelle du 

transgène et la résistance au TEV.  

 

Ce mécanisme d’extinction post-transcriptionnelle implique des petits ARN d’une vingtaine de 

nucléotides (nts) dérivés du transgène, appelés sRNA (short RNA), qui ont été retrouvés dans les 

plantes transgéniques. Comme des ARN similaires dérivés du génome viral ont également été 

retrouvés dans des plantes non-transgéniques infectées par des virus, il a été suggéré qu’il pourrait 

s’agir d’un même mécanisme, mis en place dans la résistance naturelle des plantes face aux virus 

(Baulcombe, 1996) : l’ARN silencing. Ce phénomène naturel ne serait qu’amplifié par l’expression du 

transgène. Le lien entre ces deux phénomènes a été démontré par l’extinction du gène GUS qui 
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Figure I.1. : Mécanisme général de l’ARN silencing. Un ARN double-brin est reconnu par une 

des protéines DCL, ce qui entraîne sa coupure en petits duplexes de 21 à 24 nts appelés sRNA. Un 

des brins du duplexe est incorporé dans le complexe RISC, dont l’issue sera soit : 1) La dégradation 

de l’ARN messager homologue par clivage via la protéine Argonaute du complexe RISC. 2) 

L’inhibition de la traduction du messager cible. 3) L’activation de la traduction, pour l’instant 

uniquement démontrée chez les animaux. 4) La méthylation de la chromatine de séquence 

homologue au sRNA, conduisant à l’extinction transcriptionnelle (TGS). 
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confère une résistance à l’infection par un génome du PVX comportant la séquence GUS (Mueller et 

al., 1995). 

 

Les connaissances sur le silencing et sur les mécanismes de résistance ont évolué conjointement et 

continuent d’évoluer, les unes permettant un avancement des autres. 

a) Mécanisme général de l’ARN silencing 

L’ARN silencing est un mécanisme majeur de régulation retrouvé chez les organismes eucaryotes, et 

impliqué dans divers processus de développement et de défense innée. Son rôle est d’inhiber post-

transcriptionnellement de manière spécifique des ARN, qui peuvent correspondre à des gènes 

cellulaires, afin de réguler leur expression, mais également, et c’est ce qui nous intéresse ici, à des 

ARN viraux. De nombreuses recherches sont effectuées sur l’ARN silencing, et les avancées dans ce 

domaine sont fulgurantes. Si beaucoup de processus biologiques impliquant l’ARN silencing sont 

décrits, les acteurs protéiques et nucléotidiques de base restent les mêmes (figure I.1.). 

 

L’élément déclencheur du silencing est la présence d’une molécule d’ARN double-brin provenant de 

différentes origines : une molécule d’ARN dont la structure secondaire forme une tige-boucle, la 

forme réplicative d’un ARN génomique viral, ou des ARN double-brins produits par une ARN 

polymérase-ARN dépendante cellulaire. 

Des enzymes de type RNase III appelées Dicer-like (DCL, pour Dicer, la première protéine identifiée 

chez la drosophile (Bernstein et al., 2001)), permettent le clivage de ces ARN double-brin. Chez A. 

thaliana, il existe 4 isoformes de Dicer (DCL1 à DCL4). Ces enzymes permettent la production de 

petits duplexes d’ARN de 21 à 24 paires de bases, appelés sRNA (small RNA) (Hamilton and 

Baulcombe, 1999). 

Un seul des deux brins du duplexe va être sélectionné par les protéines Argonaute en fonction de 

certains critères : généralement le brin choisi serait celui dont l’extrémité 5’ est du côté du duplexe le 

plus instable thermodynamiquement (Schwarz et al., 2003), mais d’autres études indiquent que le nt 5’ 

terminal serait déterminant, et variable selon les protéines Argonaute. Le brin sélectionné pourra alors 

servir de guide à la protéine Argonaute pour dégrader l’ARN homologue au sein du complexe RISC 

(RNA-induced silencing complex) grâce à leur activité "slicer". A. thaliana compte 10 isoformes de 

ces protéines, nommées AGO1 à AGO10 mais l’activité de "slicer" n’a été démontrée que pour 

certaines d’entre-elles : AGO1 (Baumberger and Baulcombe, 2005), AGO4 (Qi et al., 2006) et AGO7 

(Montgomery et al., 2008). Le clivage par AGO nécessite une complémentarité quasi-parfaite entre le 

sRNA guide et l’ARN cible, requiert des ions Mg
2+

, et produit une extrémité 3’OH et 5’P. La coupure 

s’effectue sur l’ARN cible au niveau de la séquence complémentaire aux nts 10 et 11 du sRNA.  

En plus de l’activité slicer, il a été montré que les protéines Argonaute peuvent aussi inhiber la 

traduction des ARN cibles (Brodersen et al., 2008). Chez les animaux, l'activation de la traduction par 
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Argonaute a également été mise en évidence (Vasudevan et al., 2007). Le silencing peut également 

être transcriptionnel, par méthylation de l’ADN possédant une séquence homologue au sRNA, menant 

à l'inhibition de la transcription du messager (TGS, transcriptional gene silencing). 

 

Il existe un mécanisme permettant l’amplification du signal de silencing par la production de sRNA 

secondaires, mécanisme appelé transitivité. Les enzymes impliquées sont des ARN polymérases-ARN 

dépendantes (RdRp). Bien qu’au nombre de 6 chez A. thaliana (Voinnet, 2008), seule RDR6 a un rôle 

démontré dans le mécanisme d’extinction post-transcriptionnelle. RDR2 serait impliquée dans 

l’extinction transcriptionnelle. L’ARN messager cible de sRNA primaires est clivé par AGO1, et les 

deux brins d’ARN en résultant sont reconnus comme aberrants par RDR6. RDR6 serait alors capable 

de synthétiser l’ARN complémentaire, formant un ARN double-brin, cible des protéines DCL. Les 

sRNA secondaires produits peuvent alors cibler à leur tour d’autres ARN, entraînant une amplification 

du signal à d’autres séquences. Un état de maintenance de l’extinction du gène ciblé peut être mis en 

place par une méthylation du gène, menant à la production d’ARN aberrants, également pris en charge 

par le mécanisme de transitivité.  

 

En plus du phénomène d’amplification, le silencing est capable de se propager à l’ensemble de la 

plante par un processus de mouvement de cellule à cellule, et même à longue distance. Il est crucial 

que la spécificité du signal soit conservée, or celle-ci est portée par la séquence nucléotidique des 

sRNA. C’est pourquoi il est suggéré que ces sRNA soient eux-mêmes les molécules circulantes à 

travers les plasmodesmes et les tissus vasculaires (Dunoyer and Voinnet, 2009). 

 

Il existe de nombreux sRNA d’origines différentes et impliqués dans des mécanismes variés :  

- les miRNA d’origine endogène sont codés par le génome, et transcrits sous forme de pri-miRNA par 

l’ARN pol II, puis maturés par DCL1 en pré-miRNA et enfin en miRNA. Ils sont impliqués dans le 

développement de la plante en provoquant la dégradation de l’ARN messager cible par AGO1, ou 

dans l’inhibition de la traduction de messagers cibles. Chez les mammifères certains miRNA 

pourraient permettre la promotion de la traduction (Vasudevan et al., 2007). Comme cité 

précédemment, une telle fonction favorisant la traduction n’a pas encore été démontrée chez les 

plantes. 

- les tasiRNA (pour trans-acting short interfering RNA)  sont également endogènes et  synthétisés par 

l’ARN Pol II en pri-tasiRNAs qui contiennent une séquence cible de miRNA. AGO1 clive le pri-

tasiRNA qui va être converti par RDR6-SGS3 en ARN double-brin. DCL4 clive cet ARN double-brin 

pour produire des sRNA, dont certains appelés tasiRNA vont cibler la dégradation d’autres messagers. 

- les nat-siRNA (pour natural cis-antisense transcripts-associated siRNAs) : deux gènes partiellement 

chevauchant sont transcrits après un stress et forment un ARN double-brin partiel, produisant des nat-

siRNA primaires grâce à l’action de DCL2 (ou de DCL1 suivant les exemples). AGO clive ensuite 
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l’ARN homologue, ce qui va permettre la formation d’un ARN double-brin par RDR6. Enfin, DCL1 

produit des nat-siRNA secondaires.  

- les ha-siRNA (heterochromatin-associated short interfering RNA) : l’ARN Pol IV cellulaire transcrit 

un ARN, puis RDR2 transcrit le complémentaire sans utilisation d’amorce. L’ARN double-brin est 

clivé par DCL3, produisant des ha-siRNA de 24 nts. AGO4 ou AGO6 prend en charge les ha-siRNA, 

ce qui va entraîner la méthylation et donc le silencing de l’hétérochromatine par des méthylases : c’est 

le TGS (pour transciptional gene silencing). Ce mécanisme peut aussi provenir des transgènes qui sont 

reconnus comme aberrants et qui produisent des ha-siRNA. 

- les viRNA (viral interfering RNA) ou siRNA (short interfering RNA) proviennent de messagers 

d’origine exogène. 

b) viRNA naturels 

De nombreux phytovirus à ARN sont capables d’induire le silencing par leurs intermédiaires de 

réplication constitués d’ARN double-brins, ou par de fortes structures secondaires de l’ARN viral 

(figure I.2.). Les virus à ADN peuvent également induire ce mécanisme lorsque la transcription de 

leur génome entraîne la synthèse de brins chevauchants complémentaires ou d’ARN fortement 

structurés. Il en résulte une production de viRNA ciblant le brin génomique mais également le brin 

anti-génomique. Il existe néanmoins des exceptions où les viRNA ciblent spécifiquement le brin sens, 

ce qui est du aux fortes structures secondaires que DCL peut cibler directement (pour revue voir 

Dunoyer, 2009). 

Il semble qu’aucune protéine DCL ne soit absolument nécessaire et qu’il existe donc une certaine 

flexibilité dans leur mobilisation puisque des simples mutants de chacune des protéines DCL sont 

toujours capables d’activer le mécanisme de défense antivirale : ainsi, si DCL4 semble l’enzyme 

prioritairement utilisée, DCL2 prend le relais lorsque DCL4 est inactivée, menant à la synthèse de 

viRNA de 21 nts (ou de 22 nts dans le cas de DCL2) (Deleris et al., 2006). La dégradation de l’ARN 

complémentaire aux viRNA est due au complexe RISC, dont l’activité catalytique serait portée par la 

protéine AGO1. Il a également été montré que, lors d’une infection par un virus à ADN, DCL3 peut 

intervenir pour former des viRNA de 24 nts qui seront incorporés grâce à AGO4 dans le complexe 

RISC (Moissiard and Voinnet, 2006). L’ADN génomique sera alors méthylé, empêchant ainsi la 

transcription de nouveaux ARN viraux. 

 

Si le silencing constitue pour l’organisme un moyen de défense antivirale efficace, les virus ont évolué 

pour en éviter les conséquences : ainsi, des virus codent pour des miRNA pouvant déréguler la cellule 

infectée à leur profit (Pfeffer et al., 2004). De plus, beaucoup de virus expriment des protéines 

suppresseur de silencing pour se défendre. Ces protéines, très différentes les unes des autres, sont 

capables de cibler différentes étapes du mécanisme de silencing (figure I.2.). Ainsi, la protéine de 

capside du TCV (Turnip crinkle virus), p38, inhibe l’activité de Dicer (Qu et al., 2003) ; la protéine 
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constitué de séquences inversées-répétées. B. La voie de l’ARN silencing suite à l’insertion d’un 

transgène codant pour un amiRNA.
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p19 des tombusvirus est capable de séquestrer les sRNA double-brin (Baulcombe and Molnar, 2004) ; 

la protéine 2b du CMV (Cucumber mosaic virus) inhibe l’activité catalytique d’argonaute (Zhang et 

al., 2006c). D’autres protéines virales sont supposées interférer avec l’activité RDR (TYLCV, Tomato 

yellow leaf curl virus) ou avec la signalisation intercellulaire du silencing. L’issue de l’infection virale 

devient donc dépendante de l’équilibre silencing-suppresseur. 

c) Utilisation du silencing comme défense artificielle 

Les plantes mettent en place leur stratégie de défense lorsque le virus est déjà entré dans les cellules et 

qu’il a commencé son cycle de multiplication. Cela peut s’avérer trop tard pour lutter efficacement 

contre l’invasion systémique du virus. Ainsi, la mise en place précoce et artificielle du silencing 

antiviral avant même la synthèse des protéines suppresseur permettrait de conférer une "immunité" 

cellulaire (figure I.3.A.). Une telle méthode appelée IR-PTGS (Inverted-Repeat Post Transcriptional 

Gene Silencing) est basée sur l’introduction d’un transgène composé de deux séquences inversement 

répétées et correspondant à une séquence virale, séparées par un intron (pour revue voir Brodersen and 

Voinnet, 2006). Après transcription, l’ARN en tige-boucle produit permet la mise en place du 

silencing. DCL1 excise les parties simple brin pour faciliter le travail de DCL4 (ou DCL2 si DCL4 est 

non fonctionnelle) qui peut alors couper l’ARN double-brin en siRNA de 21 nts. Ces siRNA sont 

incorporés dans le complexe RISC via la protéine AGO1, ce qui permet le ciblage et la dégradation 

spécifique des ARN viraux lorsqu’ils seront présents, et donc la mise en place d’une résistance. Des 

siRNA de 24 nts peuvent également être produits par DCL3 induisant la méthylation de 

l’hétérochromatine portant des séquences homologues (voir la voie des ha-siRNA), ce qui est 

intéressant dans la lutte contre des virus à ADN, mais pose des problèmes quant à la durabilité de 

l’expression de la résistance, quel que soit le transgène utilisé. 

 

Les prémices de cette technique ont été réalisés par Waterhouse qui montra que l’expression 

simultanée de deux ARN sens et antisens permettaient une meilleure protection contre le PVY que des 

brins sens ou antisens seuls (Waterhouse et al., 1998). Smith alla plus loin en transformant des plantes 

avec un seul transgène exprimant un ARN structuré en tige-boucle permettant la mise en place du 

silencing très efficacement (Smith et al., 2000). Depuis, de nombreux virus ont été ciblés par des 

approches IR-PTGS, en ciblant diverses séquences du génome viral : P1 et HC-Pro, les deux acteurs 

de la suppression du silencing chez le PPV (Plum pox virus) (Di Nicola-Negri et al., 2005), la 

polymérase du BYDV (Barley yellow dwarf virus) (Wang et al., 2000), le gène N des tospovirus 

(Bucher et al., 2006), la protéase du PVY (Smith et al., 2000), la CP du CMV (Chen et al., 2004).  

La protéine C1 du TYLCV a également été ciblée et constitue la première démonstration de résistance 

artificielle par PTGS contre un virus à ADN (Fuentes et al., 2006). 

Si la défense antivirale est efficace, elle est aussi très spécifique, et ne permet une résistance qu’à une 

espèce de virus, ou à une famille de virus présentant une divergence d’homologie nucléotidique 
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inférieure à 10%. Ainsi, des plantes rendues résistantes au BYDV par l'introduction dans le génome 

d'une tige-boucle ciblant la polymérase du virus, restent néanmoins sensibles au CYDV (Cereal yellow 

dwarf virus) pourtant très proche (Wang et al., 2000). Cependant, pour favoriser une résistance 

multiple, une tige-boucle chimérique comprenant les séquences juxtaposées de 4 différents tospovirus 

(TSWV, Tomato spotted wilt virus, TCSV, Tomato chlorotic spot virus, WSMoV, Watermelon silver 

mottle virus, GRSV, Groundnut ringspot virus) dont le pourcentage d’homologie varie de 40 à 80% a 

été créée (Bucher et al., 2006). Cette tige-boucle a prouvé son efficacité contre l’ensemble des virus 

ciblés, même s’ils sont inoculés simultanément. 

 

D’autres paramètres entrent en compte dans l’efficacité du système. Si la longueur de la séquence 

ciblée ne semble pas être importante pour conférer une bonne protection, il a également été montré 

que la nature de la séquence située entre les deux séquences inversement répétées est cruciale car elle 

influence le taux de résistance (Wesley et al., 2001). 

 

En plus de l’IR-PTGS, un nouveau moyen de défense antivirale basée sur l’ARN silencing a été mis 

au point ces dernières années : il s’agit de l’utilisation de miRNA artificiels (amiRNA) dirigés contre 

les séquences virales (figure I.3.B.). Ainsi, il a été montré chez A. thaliana que des amiRNA confèrent 

une résistance au TYMV (Turnip yellow mosaic virus), au TuMV (Turnip mosaic virus) (Niu et al., 

2006) et au CMV (Qu et al., 2007 ; Duan et al., 2008). Cette approche présente certains avantages car 

la région ciblée est très courte et limite les risques d’interférence avec des ARNm cellulaires, ce qui 

est appréciable surtout pour des plantes dont le génome n’est pas encore entièrement séquencé. 

Néanmoins, les virus à ARN possèdent une grande variabilité génétique et il est tentant de penser 

qu’en présence d’une telle pression de sélection, ils seront capables de contourner une résistance très 

spécifique par simple modification nucléotidique dans la séquence cible qui n'est que d’une vingtaine 

de nts. 

d) ARN silencing dirigé contre le BNYVV 

En 2006, une publication concernant la transgenèse de betterave par une construction en tige-boucle 

dirigée contre 400 nts de la réplicase virale du BNYVV a permis de montrer son efficacité dans la lutte 

contre ce virus (Lennefors, 2006). Cette tige-boucle cible une région de la réplicase conservée à 98% 

entre les différents isolats du BNYVV. La région séparatrice entre les deux séquences inversement 

répétées est constituée de la région 3’ non-codante de l’ARN-1. Des betteraves transgéniques 

exprimant cette tige-boucle sous le contrôle du promoteur constitutif d’A. thaliana Ubi3 montrent une 

résistance accrue par rapport aux plantes sauvages, et même par rapport aux variétés naturellement 

résistantes comme Holly, Rizor, Alba ou des croisements de ces variétés, exceptée la variété portant 

l’allèle Rz2 qui a un taux de résistance comparable aux plantes transgéniques. La résistance est 

corrélée au taux de siRNA produits, et le messager codant pour la tige-boucle est peu ou n’est pas 
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retrouvé dans les plantes, suggérant qu’il est bien soumis au mécanisme de silencing. Les tests ont été 

effectués en champs sur une durée allant jusqu’à 5 mois, indiquant que la résistance mise en place est 

capable de se maintenir dans la durée. La résistance est efficace contre différents isolats du BNYVV 

comme l’isolat B provenant d’Allemagne et l’isolat P provenant de Pithiviers en France. Cette 

résistance est également efficace dans des plantes hétérozygotes pour le transgène. 

Afin de vérifier si la co-infection avec d’autres virus pouvait favoriser la suppression de la résistance, 

comme cela a déjà été montré (Savenkov and Valkonen, 2001), des tests de co-infection ont été 

effectués avec des virus de betteraves souvent retrouvés en co-infection avec le BNYVV dans les 

champs : le BSBV (Beet soil borne virus) et le BVQ (Beet virus Q) transmis par le même vecteur P. 

betae, et le BMYV (Beet mild yellowing virus) et le BYV (Beet yellows virus) transmis par pucerons. 

Ces virus portent des suppresseurs de silencing : P21 pour le BYV, P0 supposé pour le BMYV (virus 

proche du BWYV ou Beet western yellow virus qui code pour P0, un suppresseur de silencing) qui 

pourraient interférer avec le mécanisme de silencing mis en place par le transgène. De manière 

surprenante, les résultats indiquent que la résistance reste aussi efficace qu’en l’absence des autres 

virus (Lennefors et al., 2008). Même si ces tests d’infections mixtes suivent une cinétique inverse 

d’une infection réelle où le BNYVV intervient en premier suivi des polérovirus, ces résultats sont les 

premiers à montrer une résistance efficace contre un virus dans des conditions proches des conditions 

naturelles de culture de plantes d’intérêt agronomique. D’autre part, l’utilisation de la séquence 3’ 

non-codante de l’ARN-1 comme espaceur des séquences inversées-répétées n’est pas habituelle, et 

pourrait impliquer d’autres mécanismes que l’ARN silencing dans le processus de résistance. 

 

La stratégie tige-boucle développée au laboratoire est dirigée contre la protéine p15 du BNYVV 

(brevet Lauber et al, N°11/418,384), une des trois protéines de mouvement faisant partie du triple-

gene block. Cette tige-boucle est composée de la séquence complète de la protéine p15 mutée utilisée 

pour conférer une protection (comme décrit dans le paragraphe 2.3.1.2), mais privée du codon 

initiateur ce qui prive toute possibilité de synthèse de la protéine. Des essais sur feuille de Beta 

macrocarpa agroinfiltrée avec la construction puis inoculée par des ARN viraux, ont permis de 

montrer une résistance à l’infection par rapport aux contrôles agroinfiltrés avec un vecteur vide. Ces 

essais concluants ont motivé la transgenèse de B. vulgaris, qui montre une diminution significative des 

symptômes dans des conditions réelles de culture. Les analyses moléculaires n’ont pas encore été 

finalisées mais la résistance semble avérée. 
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Figure I.4. : Représentation schématique de l’ARN-3 du BNYVV et des régions choisies pour 

la construction des hairpins. Cinq régions de l’ARN-3 nommées A à E ont été choisies pour 

construire des hairpins. L’ARN-3 est représenté schématiquement. Les rectangles représentent les 

cadres de lecture : en rouge celui de la protéine p25, et en gris celles des deux protéines putatives 

p6.8 et p4.6. Les séquences choisies pour les hairpins sont indiquées par des traits fléchés en bas de 

la figure. Les positions nucléotidiques sont précisées pour les cadres de lecture et pour les 

séquences choisies.
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III. Cibler l’ARN-3 du BNYVV : résultats 

 

Si des résultats probants ont d’ores et déjà été obtenus dans la lutte contre le BNYVV, cela n’exclut 

pourtant pas un contournement possible de la résistance par des mutations de séquences virales dans 

un futur plus ou moins proche. C’est pourquoi il est utile de poursuivre la recherche de nouvelles 

sources de résistances, afin de cumuler celles-ci, ou de pallier à l’inefficacité d’une résistance 

contournée. 

 

Comme cela a été présenté dans la revue d’introduction, l’ARN-3 est responsable de l’aggravation des 

symptômes de rhizomanie. En effet, l’ARN-3 code pour la protéine p25 qui est impliquée dans le 

jaunissement des lésions sur feuilles de C. quinoa ou de B. macrocarpa. De plus, des betteraves 

cultivées en terre infectée par un inoculum contenant des mutants de délétions de l’ARN-3 au sein de 

la séquence nucléotidique de la protéine p25 présentent une diminution du taux de virus dans les 

racines (Tamada et al., 1999). Les betteraves infectées par les isolats mutants n’acquièrent pas non 

plus les symptômes typiques de rhizomanie, et leur teneur en sucre ainsi que les rendements de 

purification sont proches de ceux obtenus avec des betteraves saines. La corrélation entre l’absence de 

symptômes et la faible teneur en virus et/ou l’absence de protéine p25 n’est pas encore clairement 

démontrée. Il est en tout cas évident que l’ARN-3 est directement responsable des dégâts qui 

accompagnent la rhizomanie, notamment par l’intermédiaire de l’expression de la protéine p25 (voir 

chapitre II) et d’une séquence nucléotidique appelée "core" (voir chapitre III) (Lauber et al., 1998). 

 

Compte-tenu de ces propriétés, l’ARN-3 représente une cible idéale pour lutter contre la rhizomanie. 

Bien qu’il ne soit pas nécessaire à l’infection locale puisque les ARN-1 et -2 seuls suffisent à la 

réplication et au mouvement de cellule à cellule, sa dégradation ciblée par ARN silencing pourrait 

permettre de restreindre l’infection localement au sein de betteraves néanmoins infectées, conduirait 

idéalement à l’élimination de l’ARN-3 au sein de l’isolat viral, et activerait les voies de défense 

pouvant conférer une protection croisée face à d'autres virus de betterave (Rush, 2003). 

 

Mon projet a consisté à construire différentes tiges-boucles ou "hairpin" permettant la dégradation 

spécifique de l’ARN-3 et de déterminer leurs effets sur l’infection par le BNYVV. 

3.1. Construction des hairpins et analyse des siRNA 

Afin de trouver la séquence la plus efficace pour la synthèse de siRNA, nous avons ciblé cinq régions 

de l’ARN-3, nommées A à E (figure I.4.). La séquence A cible la région 5’ non codante (nts 34-384), 

la séquence B correspond à une partie de la séquence codant la protéine p25 (nts 501-874), la séquence 
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C comprend la séquence core impliquée dans le mouvement à longue distance (nts 1024-1273), la 

région D (nts 1277-1641) cible le cadre de lecture de la protéine putative p4.6, et enfin la région E (nts 

1647-1774) est dirigée contre la partie 3’ terminale de l’ARN-3, qui est très conservée chez tous les 

ARN du BNYVV et chez un autre Benyvirus, le BSBMV (Beet soil borne mosaic virus). Ces 

séquences ont été amplifiées à partir du plasmide pB35 comprenant la séquence de l’ARN-3 provenant 

d’un isolat B, puis clonées en position inversée-répétée de part et d’autre de l’intron de la chalcone 

synthase (CHS) dans le vecteur pFGC5941 (McGinnis et al., 2005). Ce vecteur binaire permet 

l’expression des constructions dans les cellules de plantes transformées, sous le contrôle du promoteur 

constitutif 35S. 

Les infiltrations des agrobactéries transformées par ces différents vecteurs ont d’abord été effectuées 

dans des feuilles jeunes de N. benthamiana, où la technique d’infiltration est connue pour être efficace. 

Les ARN totaux des feuilles infiltrées ont été extraits 4 jours post-infiltration, et les siRNA, 

indicateurs du mécanisme de silencing ont été recherchés par northern-blot. L’analyse a été effectuée 

avec une sonde ARN-3 dirigée contre l’ensemble des séquences, et les résultats sont présentés sur la 

figure I.5.. Les signaux observés indiquent que l’ensemble des constructions permet la synthèse de 

siRNA en quantité suffisante pour être visualisés par cette technique, excepté pour la construction la 

plus courte, HpE, où aucun signal n’est visible. 

Parmi les différentes constructions, on peut noter une différence d’intensité dans les signaux obtenus : 

si les constructions HpB et HpD montrent des signaux très forts, ce n’est pas le cas pour les 

constructions HpA et HpC dont le signal est faible. Ce phénomène peut s’expliquer par une différence 

dans le taux d’expression des siRNA, mais cela peut également résulter d’une différence d’hybridation 

de la sonde, qui peut avoir une affinité différente pour chaque séquence. 

Deux populations de siRNA sont retrouvés : les siRNA de 21 nts et ceux de 24 nts (cf paragraphe 

2.3.2.c). Les siRNA de 21 nts sont produits par DCL1 et servent de guide aux protéines Argonaute 

pour dégrader les ARN homologues. Les siRNA de 24 nts, quant à eux, sont produits par DCL3 et ont 

pour fonction de méthyler l’ADN homologue afin de silencer le gène. Il est donc possible que certains 

des transgènes soient transcriptionnellement affectés dans la production de siRNA. Ce mécanisme ne 

peut pas être mis en évidence par la simple recherche de la quantité du messager du transgène, car 

celle-ci est fonction à la fois du mécanisme du PTGS par dégradation, et du TGS par absence de 

transcription. 

La construction C@s contient uniquement la séquence C en antisens, une des deux séquences 

inversées-répétées retrouvées dans HpC, et ne forme donc pas d’hairpin. Puisqu’elle produit un ARN 

complémentaire à la séquence core impliquée dans le mouvement à longue distance, C@s pourrait 

empêcher l’action de cette séquence et inhiber le mouvement. Etonnamment, seuls les siRNA de 24 

nts sont retrouvés. 

Nous avons également recherché la synthèse de siRNA induits par l’intron de la chalcone synthase. 

L’épissage des introns a lieu dans le noyau de la cellule (Moore and Proudfoot, 2009), alors que le 
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Figure I.6. : Accumulation des siRNA et ARN viraux post-infiltration dans Beta macrocarpa, 

et effet sur le mouvement systémique viral. A. Northern-blot réalisé sur les ARN totaux extraits 

des feuilles 4 jours post-infiltration. La sonde cible la région A de l’ARN-3 (voir figure 3.1.A). La 

taille des fragments en nucléotides est indiquée à droite. B. Northern-blot réalisé sur les ARN 

totaux d’une lésion prélevée sur feuille 7 jours après inoculation. Les sondes ciblent les ARN-1, -2 

et -3 du BNYVV. Le ratio ARN3/ARN2 est indiqué en dessous de l’image. C. Graphique 

présentant le pourcentage de plantes développant des symptômes de systémie virale 13 jours après 

l’infection. D. Photos de B. macrocarpa prises 13 jours après inoculation. En haut : infection 

systémique. En bas : infection localisée. HpX : Construction hairpin agroinfiltrée. pFGC : ARN de 

feuille infiltrée avec le vecteur vide. Tp : feuille infiltrée avec du tampon d’infiltration. TS : témoin 

sain. Cs et C@s : intermédiaires de clonage de la construction hairpin C, ne contenant qu’un bras 

de l’hairpin, respectivement C sens et C antisens. Tinf : témoin non infiltré mais infecté. 

A.

B.

24 nts
21 nts

0

25

50

75

100

HpA
HpB

HpC
HpD

HpE
C@

s TS
Tinf

pFGCTp

25

50

75

100

0

C. D.

%



 Chapitre I 

 

 41 

silencing se produit dans le cytoplasme. Les introns ne devraient donc pas être soumis au mécanisme 

d’ARN silencing. Pourtant, il est intéressant de noter que cette séquence simple brin est également 

soumise au silencing, puisque des siRNA spécifiques sont retrouvés (figure I.5.). Néanmoins, les 

siRNA dirigés contre cette séquence sont produits de façon variable en fonction des différentes 

constructions. La région HpB, ainsi que le contrôle pFGC et la construction C@s produisent des 

siRNA issus de l’intron chalcone synthase à un taux beaucoup plus élevé que les autres constructions. 

Ces résultats suggèrent que l’épissage de l’intron n’a pas lieu dans le cas des constructions HpB et 

pFGC, alors qu’il se produit partiellement pour les constructions HpC et HpD, et que l’intron est 

complètement épissé pour les constructions HpA et HpE. Toutefois, il n’y a pas de corrélation claire 

entre le taux de siRNA spécifiques de l’ARN-3 et l’épissage de l’intron. 

3.2. Analyse de l’effet des hairpins sur l’infection virale 

Les plantes B. macrocarpa sont hôtes du BNYVV et permettent une infection systémique en présence 

d’ARN-3 (Lauber et al., 1998). C’est pourquoi nous avons choisi cette plante pour tester les effets des 

hairpins sur l’infection virale. En effet, si les hairpins peuvent permettre la dégradation spécifique de 

l’ARN-3, le virus ne pourra plus se propager à longue distance et sera restreint à une infection 

localisée. De plus, les lésions virales jaunes en présence d’ARN-3 devraient devenir chlorotiques 

vertes si l’ARN-3 est dégradé spécifiquement. 

 

L’efficacité de production des siRNA dans B. macrocarpa a d’abord été testée. Nous avons donc 

procédé à la même expérience que celle décrite dans le paragraphe 3.1, en agroinfiltrant la 

construction HpA sur des feuilles de B. macrocarpa. Tout comme dans le cas de N. benthamiana, les 

résultats mettent en évidence une expression des siRNA de 21 et de 24 nts à un taux similaire  

(figure I.6.A.), et indiquent donc une mise en place efficace du mécanisme de silencing. Les tests 

d’infection virale ont donc été réalisés avec l’ensemble des constructions.  

 

A cinq jours post-infiltration, les feuilles infiltrées ont été inoculées par une suspension de virus 

contenant les ARN 1, 2 et 3 du BNYVV. A sept jours post-inoculation, des lésions chlorotiques jaunes 

ont pu être observées, indiquant la présence d’ARN-3 (résultats non montrés). Pour chaque 

construction, les ARN ont été extraits d’une lésion et analysés par northern-blot à l’aide de sondes 

spécifiques des ARN viraux du BNYVV (figure I.6.B.). Chaque lésion renferme les 3 ARN viraux, 

comme attendu après observation des lésions, suggérant que les siRNA produits ne sont pas capables 

d’interférer complètement avec l’accumulation d’ARN-3. Cependant afin de quantifier l’accumulation 

d’ARN-3, nous avons estimé les ratios d’accumulation d’ARN-3 par rapport à l’ARN-2 grâce au 

logiciel ImageJ (figure I.6.B., partie basse). Ces rapports ont été normalisés par rapport à celui du 

témoin infiltré par le vecteur vide (pFGC). Cette approche permet de constater que l’infiltration affecte 
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légèrement l’accumulation de l’ARN-3 et donc l’infection virale, puisque les feuilles non infiltrées 

(Tinf) ont un taux d’ARN-3 supérieur (122%) à celui des témoins infiltrés par du tampon d’infiltration 

seul (Tp) (103%) ou par la construction pFGC (100%). De même, les constructions HpB, HpE et C@s 

n’influencent pas l’accumulation de l’ARN-3 puisque les ratios sont là aussi voisins de 100% (109, 

118 et 100% respectivement). Pourtant il faut noter que la construction HpE cible l’ensemble des ARN 

viraux puisque sa séquence est homologue de la région 3’ conservée. Cette hairpin pourrait avoir une 

influence sur l’accumulation de l’ARN-3 et des autres ARN viraux mais non visualisé par ce type de 

calcul. En comparant la quantité des ARN-1, -2 et -3 au témoin, on constate qu’il n’en est rien. 

 

En revanche, les constructions HpA et HpD permettent une réduction de l’accumulation de l’ARN-3 

par rapport à l’ARN-2 jusqu’à des taux de 61% et 52% respectivement. Cela suggère que les siRNA 

dirigés contre ces régions permettent une dégradation ciblée de l’ARN-3. La construction HpC permet 

elle-aussi une diminution de l’accumulation de l’ARN-3, mais plus faiblement puisqu’elle ne chute 

que de 18%. Même si certaines constructions semblent efficaces, le taux d’ARN-3 diminue sans 

disparaître, ce qui implique que toutes les molécules d’ARN-3 ne sont pas dégradées. 

 

Les effets sur l’accumulation d’ARN-3 viral ayant été encourageants pour certaines constructions, 

nous avons analysé les effets sur le mouvement à longue distance du virus chez B. macrocarpa. 

Rappelons que l’ARN-3 est responsable du mouvement systémique du virus, et que son absence 

prévient ce mouvement. Généralement, le mouvement systémique apparaît environ 13 jours post-

inoculation sur 90% des plantes infectées, et se caractérise par un jaunissement, une déformation des 

feuilles supérieures, et un nanisme des plantes. 

 

Les plantes témoin non infiltrées montrent les symptômes caractéristiques d’une infection systémique 

dans 3 cas sur 4, indiquant la bonne qualité de l’expérience (figure I.6.C. et D.). Les autres plantes 

témoins infiltrées par le tampon (Tp) et par le vecteur vide (pFGC) présentent une infection 

systémique pour 3 et 2 plantes respectivement. Dans le cas des constructions hairpin HpA, HpC, HpE 

et Cs, seule 1 plante sur 4 développe les symptômes d’une infection généralisée. L’efficacité des 

constructions est encore plus visible pour les constructions HpB, HpD et C@s qui ne présentent pas de 

symptômes caractéristiques d’infection sur les feuilles supérieures. 

La construction HpD semble être la plus efficace pour limiter l’amplification de l’ARN-3 et pour 

protéger les plantes contre l’infection systémique par le BNYVV. Afin d’améliorer son efficacité, 

nous avons créé une hairpin permettant d’agir potentiellement à la fois sur l’accumulation d’ARN-3 

par sa région HpD, mais aussi sur les autres ARN viraux de Benyvirus, en ajoutant la séquence de la 

région HpE (3’UTR), créant ainsi une hairpin nommée HpDE. Nous avons également recherché si le 

maintien de l’ARN-3 pourrait être expliqué par l’action du suppresseur viral d’ARN silencing, p14. 
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Figure I.7. : Accumulation des ARN viraux en présence des hairpins sur Beta macrocarpa. 

Northern blot réalisé sur des ARN totaux extraits d’un pool de 6 lésions dans le cas d’une 

inoculation avec les ARN-1,-2 et -3, et de 2 lésions dans le cas d’une inoculation avec les ARN-1, 

-2!p14 et -3. Les sondes ciblent les ARN-1 et -2 (panneau du haut), ou la partie 3’ de l’ARN-3 

(panneau du bas). HpX : Construction hairpin agroinfiltrée. pFGC : ARN de feuille infiltrée avec le 

vecteur vide. TS : témoin sain. Tinf : témoin non infiltré mais infecté. 
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3.3. Analyse de l’effet de l’hairpin DE sur l’infection virale 

La construction HpDE est une fusion de deux constructions : HpD qui a donné les meilleurs résultats 

sur l’infection virale locale et systémique, et HpE qui permet de cibler l’ensemble des ARN viraux 

mais qui à elle seule n’est pas efficace. Afin de tester son effet sur l’infection virale, HpDE a été 

soumise à un test d’infection sur plantes de B. macrocarpa. 

 

Les constructions HpC, HpD et HpDE, ainsi que le contrôle vecteur vide (pFGC) ont été infiltrées sur 

des feuilles de B. macrocarpa, qui ont été infectées 5 jours plus tard par un inoculum composé de 

transcrits des ARN-1, -2 et -3 (1-2-3). Sept jours post-infection les lésions locales ont été prélevées et 

les ARN en ont été extraits. Les ARN de 6 lésions ont été rassemblés et analysés par northern-blot, 

présenté sur le panneau gauche de la figure I.7.. 

 

A l’exception du témoin sain (TS), on remarque que l’ARN-3 est présent dans toutes les pistes, 

indiquant qu’il n’est jamais totalement dégradé par le mécanisme d’ARN silencing. Comme 

précédemment, nous avons voulu quantifier le taux d’ARN-3 par rapport à l’ARN-2 en normalisant 

par rapport au témoin infiltré par la construction pFGC. Comme dans l’expérience précédente, 

l’infiltration n’interfère que faiblement sur l’expérience puisque le témoin non infiltré présente un taux 

d’ARN-3 légèrement supérieur (117%). De plus, la construction HpC diminue d’environ 20% 

l’accumulation de l’ARN-3 (79%) comme précédemment (82%). Dans cette expérience, HpD diminue 

l’accumulation de l’ARN-3 à 81%, ce qui est moins important que dans l’expérience précédente  

(40%). Ce résultat peut s’expliquer par les erreurs de mesure via le logiciel ImageJ, ou par une 

différence dans l’expression des hairpins en fonction des expériences, de la période de l’année, ou de 

l’état physiologique des plantes.  

 

En ce qui concerne HpDE, le taux d’accumulation de l’ARN-3 est de 92%. Ce taux est supérieur à 

celui d’HpD, mais inférieur au contrôle pFGC. Ce résultat peut s’expliquer par le fait qu’il cible à la 

fois l’ARN-3 et les autres ARN viraux par sa région E. En effet, si les ARN-1 et -2 sont dégradés par 

l’hairpin au même titre que l’ARN-3, le ratio ARN-3/ARN-2 n’est plus comparable. 

Les quantités d’ARN totaux déposées sont homogènes (non montré) et permettent de comparer les 

pistes entre-elles. On peut alors observer que l’HpDE diminue légèrement la quantité d’ARN viraux, 

puisque les signaux des bandes des ARN-1, -3 ainsi que l’ARN-3 subgénomique, visibles en dessous 

de l’ARN-3 sont moins forts. Cela suggère que l'accumulation des ARN viraux est affectée dans les 

feuilles exprimant HpDE. 

L’analyse de la systémie n’a pas été effectuée sur ces plantes. 

 



24nt

21nt

HpDE HpE pFGC HpDE

B. vulgaris N. benthamiana

Figure I.8. : Analyse des siRNA induits par les hairpins dans les feuilles de B. vulgaris et de N. 

benthamiana. Northern-blot réalisé à partir d’ARN totaux de feuilles infiltrées par des 

agrobactéries exprimant des constructions hairpins. Le panneau du haut correspond aux signaux 

révélés par une sonde de séquence E. Les tailles des siRNA sont indiquées sur le côté droit. Le 

panneau du bas permet de visualiser la quantité d’ARN totaux déposés dans chaque puits après 

coloration au BET. HpX ou pFGC : construction hairpin agroinfiltrée.

ARN totaux
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3.4. Analyse de l’effet de la protéine p14 sur l’efficacité des hairpins 

Puisque la dégradation de l’ARN-3 n’est pas totale, nous avons voulu savoir si le mécanisme d’ARN 

silencing était freiné par le suppresseur p14. Afin d’analyser l’effet de la protéine p14 sur l’efficacité 

des hairpins, nous avons utilisé des inoculums du BNYVV composés de transcrits d’ARN-1, -2 et -3, 

dont l’ARN-2 était privé du codon initiateur de la protéine p14 (1-2$p14-3). L’infection par un 

inoculum 1-2$p14-3 produit de petites lésions qui nécrosent rapidement, et ne permet pas au virus de 

se propager à longue distance. La réplication localisée est toutefois possible et c’est donc 

l’accumulation de l’ARN-3 qui peut être comparée en fonction de la présence ou non de la protéine 

p14. 

 

Comme pour l’expérience précédente (paragraphe 3.3), les feuilles de B. macrocarpa préalablement 

infiltrées ont été infectées cinq jours plus tard par l’inoculum 1-2$p14-3. Sept jours post-infection, des 

lésions nécrotiques locales sont apparues et ont été récoltées. Les ARN de deux lésions en ont été 

extraits et analysés par northern-blot, présenté sur le panneau droit de la figure I.7.. 

 

En absence de suppresseur, les quantités d’ARN viraux sont très faibles dans les lésions nécrotiques 

exprimant l’ARN-2$p14 par rapport aux lésions chlorotiques contenant l’ARN-2 non muté. 

Cependant, les ARN peuvent quand même être détectés et quantifiés. La même analyse de 

quantification d’ARN-3 par rapport à l’ARN-2 a été conduite, en normalisant avec le témoin vecteur 

vide. Il en ressort que la dégradation de l’ARN-3 est plus importante en l’absence de p14. En effet, si 

le taux d’accumulation d’ARN-3 est de 100% pour le contrôle pFGC, elle passe à 58, 70 et 64% pour 

les constructions HpC, HpD et HpDE respectivement. Cependant, malgré l’absence du suppresseur de 

silencing viral p14, la dégradation de l’ARN-3 n’est pas totale, suggérant que les hairpins elles-mêmes 

ne sont pas entièrement efficaces, ou que le virus dispose d’un autre mécanisme échappatoire à l’ARN 

silencing.  

3.5. Expression des hairpins dans la betterave sucrière (B. vulgaris) 

L’expression des hairpins a également été testée dans l’hôte naturel du BNYVV, B. vulgaris (betterave 

sucrière). Comme dans les précédentes expériences, les constructions HpDE et HpE ont été infiltrées 

dans les feuilles, qui ont été récoltées cinq jours plus tard et dont les ARN ont été analysés par 

northern-blot (figure I.8.). Les deux populations de siRNA de 21 nts et 24 nts sont retrouvées chez N. 

benthamiana comme dans les expériences précédentes. En revanche, si des siRNA sont détectés pour 

les deux constructions testées chez B. vulgaris, il est intéressant de noter qu’il n’existe qu’une 

population majoritaire correspondant aux siRNA de 24 nts détectés pour HpDE chez N. benthamiana. 

Chez A. thaliana, les siRNA de 24 nts correspondent aux produits de DCL3, impliqués dans la 
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méthylation de l’ADN, mais pas dans la dégradation des ARN messagers homologues, ceux-ci étant 

les siRNA de 21 nts produits par DCL4. 
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IV. Discussion et conclusion 

Dans ce chapitre nous avons créé et testé l’efficacité d’hairpins capables de cibler l’ARN-3 du 

BNYVV afin d’évaluer la résistance au BNYVV des plantes exprimant ces transgènes. 

4.1. Différences d’expression des siRNA entre chaque hairpin 

Nous avons montré que certaines régions de l’ARN sont plus efficaces que d’autres dans le silencing 

antiviral. Ici, la région D est celle qui donne le meilleur résultat dans la première expérience. Ce n’est 

certainement pas du à la taille de la séquence ciblée puisque les bras des HpA, HpB et HpD possèdent 

des tailles comparables (350 nts, 373 nts et 364 nts respectivement). De plus, ces séquences sont toutes 

capables d’induire une forte expression de siRNA, avec même un avantage pour HpB (figure I.5.). 

Pourtant, HpB n’est pas capable de dégrader suffisamment l’ARN-3 pour diminuer significativement 

son accumulation. L’expression de siRNA n’est donc pas suffisante pour induire un silencing efficace. 

La structure secondaire de l’ARN, par exemple, peut jouer un rôle important en résistant à la 

dégradation par le complexe RISC qui a une affinité particulière pour les ARN simple-brin (Ameres et 

al., 2007). En ce qui concerne l’ARN-3, nous savons qu’il comporte de fortes structures secondaires 

dans ses parties 5’ et 3’ non codantes, mais rien n’est connu dans les régions que ciblent HpB et HpD. 

On peut alors supposer l’existence d’une forte structure secondaire au niveau du gène de la protéine 

p25, et une structure moins stable dans la région de la protéine putative p4.6. 

De plus, la présence de siRNA spécifiques de l’intron de la chalcone synthase, une séquence simple 

brin indique non seulement une absence d’épissage, mais également une mise en place d’une 

transitivité du signal de l’ARN silencing. En effet, la production de siRNA spécifiques d’une séquence 

simple-brin nécessite l’action de RDR6, permettant la synthèse du brin complémentaire menant à la 

formation d’un ARN double-brin pouvant être cible des protéines DCL (pour revue voir Voinnet, 

2008). 

4.2. Les siRNA : des feuilles aux racines 

Nous avons vu que les siRNA produits à la suite d’une infiltration de feuilles de N. benthamiana et de 

B. macrocarpa forment deux populations : les siRNA de 21 nts et ceux de 24 nts. Ces deux 

populations sont celles également retrouvées après expression d’un transgène en structure hairpin chez 

la plante modèle A. thaliana dont le mécanisme de silencing est très étudié. Les siRNA de 24 nts sont 

produits par DCL3 et sont impliqués dans la méthylation de la chromatine, afin de réguler la 

transcription de gènes codés par l’ADN. Les siRNA de 21 nts sont produits par DCL4 et permettent la 

dégradation d’ARN homologues. Ce sont ces derniers siRNA qui sont intéressants pour notre étude 

puisque nous voulons dégrader spécifiquement l’ARN-3. La régulation de la transcription d’ADN par 

le biais des siRNA de 24 nts n’aura aucun effet sur le virus puisque son génome est composé 
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uniquement d’ARN. Par contre, les siRNA de 24 nts peuvent provoquer le TGS et donc inhiber la 

transcription du transgène, empêchant ainsi la mise en place du silencing.  

Pourtant, chez B. vulgaris, la seule population de siRNA détectés est celle des 24 nts. Il est vrai que 

seules les feuilles ont été infiltrées et analysées, alors qu’une différence peut apparaître entre les 

différents tissus d’une même plante (feuilles ou racines). D’ailleurs, les études menées sur les hairpins 

ciblant la réplicase virale, indiquent que les betteraves transgéniques expriment davantage de siRNA 

dans les racines que dans les feuilles (Lennefors et al., 2008). Il est donc possible que les quantités 

déposées sur notre gel n’étaient pas suffisantes pour détecter les siRNA de 21nt. Toutefois une étude 

contradictoire portant sur le silencing ciblant le BNYVV dans des N. benthamiana transgéniques 

exprimant la protéine de translecture p54, indique que le silencing dirigé contre le BNYVV est plus 

efficace dans les feuilles que dans les racines puisque les siRNA sont majoritairement retrouvés dans 

les feuilles, et que les ARN viraux s’accumulent davantage dans les racines (Andika et al., 2005). La 

protéine p31 codée par l’ARN-4 et impliquée dans la transmission par le vecteur est également décrite 

comme un suppresseur d’ARN silencing dont l’action serait restreinte aux tissus racinaires (Rahim et 

al., 2007). Sa présence lors de l’infection naturelle pourrait inhiber encore davantage le silencing 

conféré par les hairpins. 

4.3. Quels résultats peut-on espérer sur B. vulgaris ? 

Les résultats de nos expériences peuvent être critiqués, puisque même le contrôle pFGC induit une 

diminution de l’ARN-3 et la diminution du nombre de plantes présentant les symptômes de 

mouvement systémique viral. La technique elle-même est mise en cause, car les agrobactéries 

préalablement infiltrées peuvent interférer avec l’infection virale de manière aspécifique.  

Cependant, les différentes expériences réalisées sur B. macrocarpa ont permis de valider l’HpDE 

comme construction la plus efficace. En effet, cette construction diminue de 21% la quantité d’ARN-3 

par rapport au témoin infecté non infiltré, allant même jusqu’à 63% en absence de p14. La 

comparaison de l’infection obtenue sur feuilles infiltrées par les constructions pFGC et HpDE permet 

de visualiser une baisse de l’accumulation de 9% de l’ARN-3 en contexte sauvage et de 36% en 

absence de p14. Il semble qu’il y ait également une diminution du taux global d’ARN viraux en 

présence de l’HpDE par rapport aux contrôles et aux autres constructions. Cette diminution est visible 

mais elle n’atteint jamais un rapport de 2, suggérant que le virus n’est qu’à peine freiné dans son cycle 

viral. On peut donc penser que les hairpins ciblant les ARN "accessoires" ne présentent pas une 

efficacité suffisante pour lutter contre l’accumulation du BNYVV. Toutefois, l’effet de HpDE sur 

l’inhibition de l’infection systémique est intéressant et pourrait éventuellement servir de base à la mise 

en place d’un moyen de lutte antivirale. 
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Il est évident que le meilleur moyen de tester ces constructions serait d’obtenir des betteraves 

transgéniques et de tester l’infection virale dans des conditions naturelles par inoculation du virus par 

le vecteur P. betae au niveau des racines. Mais là encore, le protocole de transgenèse de B. vulgaris est 

long et ne rentrait pas dans mon projet initial. Mon but était d’étudier les effets des différentes hairpins 

sur des plantes facilement manipulables afin de choisir la plus susceptible d’être efficace chez B. 

vulgaris. Cependant, au vu des résultats préliminaires peu encourageants, une transgenèse de B. 

vulgaris ciblant la dégradation de l’ARN-3 semble déconseillée, ou doit être combinée avec l’autre 

stratégie RNAi ciblant l’ARN-2 qui est très efficace. Une nouvelle méthode de transformation des 

racines de B. vulgaris a été récemment décrite, et pourrait permettre l’analyse rapide de l’efficacité de 

ces constructions sur l’infection virale (Pavli et al., 2010). 

En comparaison des résultats déjà obtenus par ciblage de l’ARN-2, ces éléments sont en défaveur de la 

poursuite de telles analyses exploratoires pour une recherche appliquée. 
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Chapitre II 

 

Etude de la protéine p25 dans un système 

hétérologue : analyse de plantes transgéniques 

exprimant la protéine virale 

 

 

 

I. Introduction : connaissances générales sur la protéine 

p25 

 

Parmi les protéines codées par le BNYVV, la protéine p25 est actuellement la plus étudiée car elle 

constitue le facteur majeur de virulence et de pathogénicité du virus. Beaucoup de données ont déjà été 

abordées dans l’introduction générale portant sur le BNYVV. Cette introduction va détailler l’état des 

connaissances globales sur la protéine p25, puis aborder les résultats obtenus par Laure Schmidlin 

pendant sa thèse (thèse de doctorat ULP, Schmidlin, 2005). J’ai confirmé et complété les données 

obtenues afin de les soumettre à publication. Cette publication constitue une grande partie de ce 

chapitre. 



ARN 1+2 ARN 1+2+3

Figure II.1. : Comparaison des symptômes sur 

feuille de C. quinoa infectées par des inoculum 

différents. A gauche, l’inoculation des ARN-1 

et -2 du BNYVV provoque l’apparition de 

lésions locales vertes. A droite, l’ajout de l’ARN-

3 induit un changement phénotypique des lésions 

qui deviennent jaunes.

Tableau II.1. : Symptômes observés sur feuilles de Tetragonia expansa et Beta macrocarpa

après inoculation par différents isolats du BNYVV (d’après Tamada et al., 1999). L’absence 

d’ARN-3 dans l’inoculum, ou la présence des mutants de l’ARN-3 dans la partie codante du gène 

de la protéine p25 (3c !95-214 ; 3d !91-184 ) provoquent la disparition des symptômes jaunes. 

L’absence d’ARN-3 abolit le mouvement systémique du virus sur B. macrocarpa.

MMLCLCs1+2+3d+4T-3d4

S- et T- représentent deux isolats du BNYVV; I : feuilles infectées ; S : feuilles systémiques ; 

LJ : lésions jaunes ; LC : lésions chlorotiques ; lLC : légères lésions chlorotiques ; LCs : lésions 

chlorotiques sévères ; MJ : marbrures jaunes ; R : courbure des feuilles ; MM : marbrures 

modérées ; Ø : pas d’infection.

MMlLCLC1+2+3dT-3d

ØlLCLC1+2+4T-4

MJ, RLJLJ1+2+3T-3

MJ, RLJLJ1+2+3+4T-34

MMLCLCs1+2+3c+4S-3c4

MMlLCLC1+2+3cS-3c

ØlLCLC1+2+4S-4

MJ, RLJLJ1+2+3S-3

MJ, RLJLJ1+2+3+4S-34

SIIARNIsolat

Beta macrocarpaTetragonia expansa
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1.1. La protéine p25 est impliquée dans l’aggravation des 

symptômes 

L’ARN-3 et donc la protéine p25 sont toujours retrouvés en contexte d’infection naturelle. Au 

laboratoire, l’infection de feuilles de plante hôte est possible à partir d’un inoculum constitué des seuls 

ARN-1 et -2. Lorsque l’ARN-3 est ajouté, des symptômes de chlorose jaune apparaissent (Jupin et al., 

1992) (figure II.1.). Il a été montré qu’une partie de la région codante de la protéine p25 est 

responsable de l’aggravation des symptômes, à la fois sur feuilles et sur racines (Tamada et al., 1999). 

En effet, des délétions dans le cadre de lecture de la protéine p25 (363 et 282 nts) entraînent une 

diminution de la sévérité des symptômes (tableau II.1.) : sur B. macrocarpa les lésions sur feuilles 

locales deviennent vertes alors qu’elles sont jaunes en présence d’une p25 sauvage. De plus, si le virus 

se propage toujours à longue distance, les symptômes sur feuilles systémiques sont réduits : les 

marbrures jaunes des feuilles deviennent modérées en présence de protéine p25 tronquée. Sur B. 

vulgaris, les mutants ne sont plus capables d’induire les symptômes caractéristiques de la rhizomanie. 

Si ces résultats ne permettent pas de confirmer l’implication de la protéine p25 dans la pathogénicité 

virale, ils ne peuvent pas l’exclure.  

Les quatre acides-aminés 67 à 70 de la protéine p25 forment un motif hyper-variable nommé "tétrade" 

(Schirmer et al., 2005), dont de nouvelles séquences sont régulièrement décrites (Koenig et al., 2008 ; 

Li et al., 2008 ; Acosta-Leal et al., 2010). L’implication de ce motif dans le mécanisme de virulence 

du BNYVV mais aussi dans la reconnaissance de la protéine p25 comme cible d’un gène de résistance 

est désormais étayée par plusieurs études indépendantes (Klein et al., 2007 ; Chiba et al., 2008 ; 

Koenig et al., 2008 ; Acosta-Leal et al., 2010). Ainsi, la modification de la séquence de la tétrade de 

p25 module la réponse de la plante vis-à-vis de l’infection (Chiba et al., 2008) et influence les effets 

intrinsèques de la protéine virale (Klein et al., 2007). Ces résultats ne permettent cependant pas de 

comprendre les mécanismes intimes liés aux fonctions de p25. Une hypothèse est émise : il pourrait 

s’agir d’une interaction hôte-pathogène similaire à celle observée entre les bactéries ou champignons 

et leur hôte végétal (Doubly et al., 1960). Une protéine cellulaire, produit d’un gène de résistance 

pourrait ou non reconnaître la protéine p25, produit d’un gène d’avirulence et conduire à une réaction 

soit incompatible, soit compatible. 

1.2. Présence de motifs NLS et NES fonctionnels sur la protéine p25  

Quel est le mécanisme de la modulation des symptômes ? Des études au laboratoire ont permis de 

montrer que la protéine p25 possède une séquence NLS (nuclear localization signal) constituée du 

motif 57KRIRFR62 dans la partie N-terminale, et une séquence NES (nuclear export signal) 

169VYMVCLVNTV178 dans la partie C-terminale de la protéine (figure II.2.A.). La fonctionnalité de 



p25

(219 aa)
N- -C

169VYMVCLVNTV17857KRIRFR62

NLS NES

Figure II.2. : Caractérisation des sites NES et NLS de la protéine p25 et leur influence sur la 

symptomatologie (d’après Vetter et al., 2004). A. Protéine p25 schématisée où les motifs NLS et 

NES sont représentés. Leur séquence, ainsi que celles des mutants sont indiquées au dessus des 

motifs. Les mutants de délétion utilisés dans les expériences suivantes sont représentés en gris. B.

Visualisation de la localisation subcellulaire de la fluorescence dans des cellules de BY-2 exprimant 

transitoirement la protéine mutée ou non. C. Tableau représentant les symptômes et les localisations 

subcellulaires des différents mutants testés en expression virale (où la protéine p25 est fusionnée à

la GFP et exprimée à partir d’un réplicon dérivant de l’ARN-3 du BNYVV) ou en expression 

transitoire.

N, nucléaire ; C, cytoplasmique ; N/C, nucléaire et cytoplasmique ; CS, lésion chlorotique ; YS, 

lésion jaune ; Nec, lésion nécrotique ; NT, non testé ; NA ; non applicable.
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ces séquences a été démontrée par l’utilisation de multiples mutants délétés dans les parties N et C-

terminales de la protéine et surtout par des mutants de substitution (non montré). Ces domaines 

permettent à la protéine d’avoir une localisation nucléo-cytoplasmique (figure II.2.B.), et 

probablement de se déplacer d’un compartiment à un autre de manière dynamique (Vetter et al., 

2004). Il existe une corrélation partielle entre les symptômes et la localisation subcellulaire de la 

protéine, indiquant que sa fonction est dépendante de sa localisation (figure II.2.C.). En effet, une 

localisation nucléo-cytoplasmique entraîne des symptômes jaunes, alors qu’une localisation 

uniquement cytoplasmique entraîne l’apparition de lésions vertes, comme celles où la protéine p25 est 

absente. Une localisation purement nucléaire entraîne des lésions nécrotiques. L’effet de la protéine 

p25 est donc accentué lorsque sa localisation est nucléaire, mais réduit lorsqu’elle est restreinte au 

cytoplasme. 

1.3. La protéine p25 peut activer la transcription 

La protéine p25 comporte un domaine zinc-finger putatif composé d’un motif typique 73CX5-CX4-

CX5-C90 (Jupin et al., 1992). Compte-tenu de l’ensemble de ses caractéristiques, la capacité de la 

protéine à activer la transcription a été testée et confirmée en système simple-hybride (Klein et al., 

2007). Le domaine d’activation de la transcription a été localisé entre les acides aminés 103 et 146 de 

la protéine (figure II.3.). Dans le même système hétérologue de levure, il a également pu être montré 

que deux protéines p25 exprimées en système double-hybride permettent aux levures de croître sur 

milieu sélectif. Ces résultats indiquent que la protéine p25 est capable d’interagir avec elle-même. Elle 

peut donc former des dimères, mais il n’est pas exclu que les interactions aient lieu sous forme de 

multimères. La réalité biologique de ces phénomènes lors de l’infection virale n’est pas confirmée 

puisqu’ils ont été décrits en système de levure. Des analyses en système végétal sont nécessaires pour 

confirmer ces résultats. 

1.4. La protéine p25 est probablement phosphorylée 

Lors de l’analyse par western-blot, la protéine p25 apparaît parfois sous la forme d’un doublet, 

suggérant la présence de modifications post-traductionnelles. Au laboratoire, Kamal Hleibieh consacre 

une partie de ses travaux de thèse à l’étude des modifications de la protéine p25 et de leurs incidences 

sur ses propriétés biologiques. Les résultats qu’il a obtenus indiquent que la protéine p25 est 

phosphorylée (un site identifié, deux autres non caractérisés). L’utilisation de mutants non 

phosphorylables ou mimant l’état phosphorylé montre le rôle de certaines phosphorylations dans 

l’adressage nucléaire, l’activation de la transcription et les symptômes foliaires (Kamal Hleibieh, non 

publié). 
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Figure II.3. : Caractérisation du domaine d’activation de la transcription par système du 

simple-hybride (Klein et al., 2007). A. Les domaines zinc finger et d’activation de la transcription 

sont indiquées sur le schéma représentant la protéine p25. Les différents mutants de délétion de la 

protéine p25 utilisés en simple hybride sont représentés. B. Expériences de simple hybride menées 

avec les mutants de délétion présentés en A. Les levures transformées ont été déposées sur des 

milieux de croissance sélectifs sans tryptophane (-W) ou sans tryptophane ni histidine (-WH). 

Seules les constructions permettant l’activation de la transcription assurent la croissance des levures 

sur milieu -WH.

A.

B.
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Ces études ont permis de mieux caractériser les propriétés de la protéine p25, mais ne permettent 

toujours pas de comprendre les mécanismes intimes de son effet sur la symptomatologie. Afin de 

poursuivre l’étude de ses propriétés biologiques, et notamment les interactions entre la protéine et la 

plante, des A. thaliana exprimant constitutivement la protéine p25 ont été créées au laboratoire (thèse 

de doctorat ULP, Schmidlin, 2005). Le but final était d’analyser la dérégulation globale du 

transcriptome des plantes exprimant cette protéine. La suite de ce chapitre sera consacrée à la 

présentation des résultats obtenus et complétés de mes propres résultats. 
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II. Résultats 

La première partie du paragraphe résultat sera présentée sous forme de publication, qui a été soumise 

pendant l’écriture de ce manuscrit. L’article présente la caractérisation des A. thaliana transgéniques 

qui expriment la protéine virale p25 de manière constitutive. Des analyses de phénotype, de sensibilité 

aux hormones et de comparaison transcriptomique entre les plantes sauvages et transgéniques ont été 

réalisées. Ce travail avait été initié par Laure Schmidlin, et j’y ai contribué en confirmant les résultats 

et en réalisant de nouvelles analyses. 

 

La deuxième partie des résultats sera consacrée à l’obtention de lignées d’A. thaliana transgéniques 

exprimant la protéine p25, mais cette fois-ci de manière inductible, et à l’obtention et l’analyse de 

lignées de tabac exprimant la protéine p25. Je présenterai aussi la tentative de caractérisation des 

séquences d’ADN cibles de l’activation de la transcription par la protéine p25.  

2.1. Caractérisation des A. thaliana exprimant p25 de manière 

constitutive (Peltier et al.) 

2.1.1. Résumé de la publication 

Un vecteur binaire permettant l’expression de la protéine p25 sous contrôle d’un promoteur 35S a été 

construit. Son efficacité a été tout d’abord testée par agroinfiltration dans des feuilles de B. vulgaris. 

Les zones infiltrées par le vecteur 35S::P25 présentent un jaunissement qui rappelle celui observé dans 

des lésions locales virales où la protéine p25 est exprimée. 

Trois lignées d’A. thaliana transgéniques 35S::P25 homozygotes et monocopies ont été caractérisées. 

Ces plantes expriment des quantités similaires de la protéine p25 qui a été localisée, à l’instar de 

l’infection virale, dans le cytoplasme et le noyau. Les plantes transgéniques présentent des 

branchements racinaires plus importants que les plantes Col-0. Ce phénotype n’est pas sans rappeler 

les symptômes de rhizomanie observés sur les betteraves infectées, où les racines latérales prolifèrent 

anarchiquement. La croissance des plantes 35S::P25 est légèrement plus rapide que celle des plantes 

sauvages quelle que soit la lignée observée.  

Il a alors été supposé que la voie de l’auxine pouvait être modulée dans les lignées 35S::P25. Pour le 

vérifier, nous avons d’une part effectué des dosages de cette hormone ainsi que d’autres hormones 

végétales. D’autre part, nous avons croisé des A. thaliana 35S::P25 avec une lignée DR5::GFP 

exprimant la GFP sous contrôle d’un promoteur sensible à l’auxine, pour évaluer et comparer les taux 

d’auxine des plantes 35S::P25 à ceux d’un contrôle grâce à la quantification du messager de la GFP. 

Nous avons montré que les plantes 35S::P25 renferment des taux d’auxine plus élevés que les plantes 

de référence. L’ACC (Acide 1-AminoCyclopropane-1-Carboxilique), précurseur de l’éthylène est 
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retrouvé moins abondamment dans les lignées 35S::P25 que dans Col-0, à l’inverse des formes 

conjuguées de l’ACC, qui s’accumulent fortement dans les plantes transgéniques. Ces résultats ont pu 

être corrélés avec ceux mesurés dans les feuilles de B. macrocarpa infectées par les ARN-1, -2 et -3 

du BNYVV. 

De plus, nous avons montré que l’élongation racinaire des plantes 35S::P25 est davantage affectée par 

un apport exogène d’un analogue de l’auxine (2,4-D) que les Col-0. A l’inverse, l’apport exogène de 

méthyl-jasmonate a moins d’effet sur la croissance racinaire des plantes transgéniques que des plantes 

sauvages. Contrairement aux génotypes Col-0, la germination des plantes 35S::P25 est moins affectée 

par la présence dans le milieu de méthyl-jasmonate, d’acide salicylique ou d’acide abscissique. Ces 

résultats suggèrent que la protéine p25 induit des dérégulations hormonales globales. 

De telles dérégulations hormonales pourraient être corrélées à des dérégulations transcriptomiques 

induites par l’expression de la protéine p25. Afin de répondre à cette question, une étude comparative 

des ARN exprimés en présence ou en absence du transgène a été réalisée par deux approches CATMA 

(Complete Arabidopsis Transcriptome MicroArray). Les ARN des racines des plantes sauvages et 

35S::P25 ont été extraits après 12 et 17 jours de croissance, correspondant aux stades 1.02 ou 1.04 et 

1.06 (Boyes et al., 2001) et soumis à une analyse comparative des transcriptomes par "cDNA 

microarray" par l’utilisation de puces CATMA de la plateforme de l’URGV à Evry (Dr J.P. Renou).  

Les expressions différentielles ont été validées par circularisation vectorielle des données et par RT-

PCR quantitative. Certains gènes retrouvés dérégulés dans les trois lignées analysées ont été retrouvés 

dans la base de données "pathoplant" (www.pathoplant.de). Ces gènes répondent à l’infection par le 

TMV ou à des traitements au MeJA, à l’éthylène et à l’acide salicylique. 

2.1.2. Peltier et al. (soumise à la revue Transgenic research le 29-03-2010) 
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ABSTRACT 

The RNA-3-encoded p25 protein was previously characterized as one of the major symptom 

determinants of the Beet necrotic yellow vein virus. Previous analyses reported the influence of the 

p25 protein in root proliferation phenotype observed in rhizomania disease on infected sugar beets 

(Beta vulgaris). A transgenic approach was developed, in which the p25 protein was constitutively 

expressed in Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0) ecotype in order to provide new clues as to how 

the p25 protein might promote alone disease development and symptom expression. Transgenic plants 

were characterized by Southern blot and independent lines carrying single and multiple copies of the 

transgene were selected. Mapping of the T-DNA insertion was performed on the monocopy 

homozygote lines. P25 protein was localized both in the nucleus and in the cytoplasm of epidermal 

and root cells of transgenic plants. Although A. thaliana was not described as a susceptible host for 

BNYVV infection, abnormal root branching was observed on p25 protein-expressing A. thaliana 

plants. Moreover, these transgenic plants were more susceptible than wild-type plants to auxin analog 

treatment (2,4-D) but more resistant to methyl jasmonate (MeJA), abscisic acid (ABA) and to lesser 

extend to salicylic acid (SA). Hormonal content assays measuring plant levels of auxin (IAA), 

jasmonate (JA) and ethylene precursor (ACC) revealed major hormonal changes. Global transcript 

profiling analyses on roots displayed differential gene expressions that could corroborate root 

branching phenotype and stress signaling modifications. 

Keywords: BNYVV, root, microarray, hormonal changes, auxin, jasmonate. 
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Introduction: 

Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV; genus Benyvirus) is the causal agent of rhizomania disease 

on sugar beet (for review see Peltier et al. (2008) characterized by extensive rootlet proliferation from 

the main taproot and other abnormalities. BNYVV genes required for basic viral housekeeping 

functions reside on RNA-1 and RNA-2 (Tamada et al., 1999), two genome components that are 

sufficient for virus multiplication in Chenopodiaceae host leaves of laboratory diagnostic species such 

as Chenopodium quinoa (Quillet et al., 1989; Tamada et al., 1989). All field isolates of BNYVV 

contain two additional RNAs. RNA-4 carries information necessary for vector transmission of the 

virus (Tamada and Abe, 1989) and root silencing suppression demonstrated in Nicotiana benthamiana 

(Rahim et al., 2007), while RNA-3 controls rhizomania symptom expression on natural host (Tamada 

et al., 1999) and lesion phenotype on leaves (Tamada et al., 1989; Jupin et al., 1992). RNA-3 also 

governs BNYVV invasion of the plant root system (Lauber et al., 1998). BNYVV RNA-3 encodes a 

~25 kDa protein (p25), an important determinant of leaf symptom phenotype (Tamada et al., 1989; 

Jupin et al., 1992; Tamada et al., 1999) acting both as an avirulence (Avr)-gene product and a 

pathogenicity determinant (Chiba et al., 2008) believed to act as a key factor for rootlet proliferation in 

sugar beet (Tamada et al., 1999).  

B. vulgaris transgenic plants expressing the p25 protein have never been regenerated (Guy Weyens, 

unpublished). Therefore, to investigate the function of the p25 protein, we studied the effect of its 

constitutive heterologous expression in A. thaliana. We constructed binary vectors to transform A. 

thaliana Col-0 ecotype. About twenty distinct independent T3 lines were analyzed for their transgene 

copy number and their ubiquitinous protein expression levels. Three homozygotous single copy lines 

were selected as most representative candidates and T-DNA insertion sites were characterized for two 

of them. Detailed phenotype characterization of these transgenic plants demonstrated abnormal root 

branching correlated to the constitutive expression of the p25 protein. As previous studies on 

rhizomania syndrome reported the higher level of auxin hormone present in susceptible sugar beets 

(Pollini et al., 1990), we analyzed hormonal responses (with sensitivity assays to exogenous hormones 

and hormone content assays) and transcriptome changes (with microarrays and qRT-PCR analyses) in 

p25 protein-expressing transgenic A. thaliana plants. 
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Results 

Transient expression of the p25 protein in B. vulgaris induces leaf yellowing 

To test for the effective CaMV 35S-promoter-driven expression of the p25 protein from binary vector, 

Agrobacterium tumefaciens carrying pBin-p25 or empty vector (pBin-0) were infiltrated on B. 

vulgaris half-leaves together with A. tumefaciens expressing the BWYV silencing suppressor P0 to 

allow the durability of transient expression (Voinnet et al., 2003). Six days post infiltration, yellowing 

appeared on half-leaves infiltrated with pBin-p25 construct but not with control vector (Figure 1a). 

P25 protein expression was confirmed by its immunodetection within yellowing plant tissues and not 

detected in those infiltrated with control vector (Figure 1b). Similar yellowing phenotype was obtained 

without P0 silencing suppressor but led to p25 protein lower accumulation or performing 

agroinfiltrations on Tetragonia expansa leaves (data not shown). 

Production and characterization of p25 protein-expressing A. thaliana lines 

A. thaliana Col-0 ecotype transformed by floral dip (with A. tumefaciens carrying pBin-p25 construct) 

served to produce seeds that were selected on MS media containing kanamycin. After T2 generation, 

plants were screened by western blotting for the expression of the p25 protein in leaves and roots and 

total DNA was extracted for the detection of transgene copy number (data not shown). Three 

monocopy lines called B, E and T (35S::P25B, 35S::P25E and 35S::P25T) were self-crossed to 

produce homozygotous lines. Single T-DNA insertion site was successfully identified by inverse PCR 

(iPCR) for two of them: B line harboring an intergenic insertion on ChrIV at the position 14552 kbp 

and E line harboring an insertion in At5g46550 gene on ChrV at the position 18901 kpb. To compare 

p25 protein levels within the three selected lines, the p25 protein was immunodetected after western 

blotting of serial diluted protein extracts of leaf tissues. All three groups of plant exhibited similar p25 

protein expression levels (Figure 2a). We have previously demonstrated the nuclear and cytoplasmic 

localization of the p25 protein (Vetter et al., 2004). To ensure that the protein behaves in A. thaliana as 

well as in viral context or transient expression, we performed immunogold labeling of the protein 

within leaves and root sections observed by transmission electron microscopy (TEM). The viral 

protein was found both in the nucleus (74%) and in the cytoplasm (26%) of transgenic cells (n=24, 88 

gold particles numbered) whereas control plants (transgenic plants transformed with empty pBin 

vector) exhibited a uniform and unspecific low labeling in the entire surface of the slices observed 

(n=22, 26 gold particles, 42% nuclear and 58% cytoplasmic) (Figure 2b). To ensure that no post-

transcriptional gene silencing occurred in the transgenic lines, we performed siRNA detection using 

the entire p25 protein-coding sequence as template for radiolabeled probes. No siRNAs were detected 

whatever the monocopy line used (Figure 2c). 

Constitutive expression of the P25 protein in A. thaliana induces root branching phenotype and 

auxin level increase 

If the foliar phenotype of p25 protein-expressing plants did not differ from wild-type Col-0 plants, root 

elongation appeared modified when the p25 protein was constitutively expressed. When plants were 
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grown vertically on MS media, p25 protein-expressing plants presented a significant root branching 

phenotype that appeared independent of the T-DNA insertion site and was not observed on wild-type 

Col-0 seedlings (Figure 3a) nor on non-expressing multicopy lines (not shown). 

Previous studies reported higher auxin contents of BNYVV-infected sugar beets (Pollini et al., 1990). 

To produce a tool for an auxin-response study, homozygotous plants were crossed with DR5::GFP 

transgenic lines provided by Dr. Mark Estelle. DR5::GFP construction is composed of 7 auxin 

responsive elements linked to the minimal CaMV 35S promoter allowing the expression of green 

fluorescence proteins (GFP) in response to auxin stimuli (Ulmasov et al., 1997; Ottenschlager et al., 

2003). Resulting heterozygotous DR5::GFPx35S::P25 plants displayed a root branching phenotype 

(Figure 3b) and were still expressing the p25 protein (Figure 3c), indicating a dominant phenotype 

persistent after backcrosses. Homozygotous plants were produced to compare GFP-coding messenger 

RNA contents between DR5::GFP and DR5::GFPx35S::P25 root meristems. Each pool of root 

meristems was collected from 10 individual seedlings, total RNAs were extracted, cDNA were 

produced and served as template for real time PCR amplification of GFP-coding and p25 protein-

coding sequences, using Actin2 (ACT2) sequence amplification as standard. Expression of GFP 

mRNA was 1.9 ± 4% time more abundant in DR5::GFPx35S::P25 roots compared to DR5::GFP 

roots, confirming the higher fluorescence of GFP proteins observed in root meristems (data not 

shown) and suggesting higher auxin levels in p25 protein-expressing plants.  

Transgenic A. thaliana plants show significant hormonal content modifications 

Auxin and its conjugated forms were first assayed in A. thaliana wild-type and transgenic plants. 

Interestingly, p25 protein-expressing seedlings exhibited more than twice the amount of free indol-3-

acetic acid (IAA) when compared to Col-0 seedlings (30.6 vs 12.5 pmol.g
-1

 fresh weight [FW]). Total 

auxin conjugate assays revealed that p25 protein-expressing plants contained 1.3 more conjugates than 

Col-0 plants (2162 vs 1609 pmol.g
-1

 FW). Similar assays were also conducted on Beta macrocarpa 

systemic infected plants. Comparable amounts of free IAA were found in control and systemic 

infected leaves (18.9 vs 19.8 pmol.g
-1

 FW) indicating a specific hormonal variation in infected root 

tissues. Unfortunately, total auxin conjugates recovery was too low from infected leaves. 

Wild-type and transgenic seedlings were as well assayed for 1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid 

(ACC), which is a precursor of ethylene. Reduced amounts of free ACC were assayed in p25 protein-

expressing plants when compared to Col-0 plants (1277 vs 3376 pmol.g
-1

 FW), whereas conjugated 

ACC levels were about 5 times higher in transgenic seedlings (25141 vs 4745 pmol.g
-1

 FW). 

Regarding B. macrocarpa systemic infected plants, free ACC contents were comparable in control and 

systemic infected leaves (1916 vs 2054 pmol.g
-1

 FW) but ACC conjugate levels were more than twice 

higher in infected leaves (15153 vs 5981 pmol.g
-1

 FW).  

Jasmonate (JA) contents were also assayed in A. thaliana plants, resulting in the detection of lower JA 

levels in transgenic lines than in Col-0 plants (10.9 vs 36.2 pmol.g
-1

 FW). 
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Root growth of transgenic A. thaliana plants is more sensitive to exogenous auxin analog but 

more resistant to MeJa treatment  

We have studied the incidence of exogenous 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), a non-cleavable 

analog of IAA, on the root elongation of wild-type and transgenic A. thaliana plants. Five-day-old 

seedlings were transferred on vertical MS media supplemented or not with increasing amounts of 2,4-

D and root elongation was quantified on twenty seedlings of each group after 6 days of vertical 

growth. Root elongation of p25 protein-expressing plants from transgenic lines B, E and T was 

slightly higher than wild-type Col-0 plants in the absence of 2,4-D, but clearly more inhibited than 

wild-type plants in the presence of 2,4-D, namely with the concentrations of 50 nM and 85 nM of 2,4-

D (Figure 4a). We determined the relative inhibition average to abrogate growth difference variations 

and visualize similar behavior of the three transgenic lines (Figure 4b). Root elongation of p25 

protein-expressing plants was more inhibited (IC50 = 45 nM) than in wild-type plants (IC50 = 60 nM), 

supporting the idea that transgenic plants are more sensitive to auxin treatment. 

A similar approach was performed to determine the effect of exogenous methyl jasmonate (MeJA) on 

the root elongation (Staswick et al., 1992). Conversely, root elongation of wild-type Col-0 plants was 

drastically inhibited but much more than in 35S::P35 lines B, E and T (Figure 4c). The relative 

inhibition average was also determined (Figure 4d) and permitted to see a root elongation inhibition 

higher in wild-type plants (IC50 = 0.08 µM) than in transgenic p25 protein-expressing plants (IC50 = 

6.5 µM), demonstrating a resistant phenotype of transgenic plants towards MeJA treatment. 

Seed germination of transgenic A. thaliana plants is not affected by hormones 

We further characterized p25 protein-expressing plants by the analysis of seed germination in the 

presence of exogenous hormones with concentrations known to affect plant germination or 

development (Corbineau et al., 1988; Van Der Straeten et al., 1993; Finkelstein, 1994; Canet et al., 

2010) in order to mimic biotic and abiotic stresses. Similar amounts of wild-type Col-0 and transgenic 

seeds were plated on control MS media or media containing MeJA (100 µM), SA (400 µM), ABA 

(300 nM) or ACC (50 µM) and seedling growth was compared after 14 days (Figure 5). Differences 

between wild-type plants and 35S::P35 lines B, E and T were more visible in the presence of MeJA 

and ABA: germination and growth were strongly affected in wild-type plants in both hormonal 

conditions, while transgenic plants developed as well as in MS standard conditions. In the presence of 

SA, distinctions of growth inhibition were less pronounced but transgenic plants even demonstrated 

less growth inhibition phenotype than wild-type plants. On the contrary, no obvious effect on wild-

type and p25 protein-expressing lines was observed when seeds were in the presence of the ethylene 

precursor (ACC). 

Global transcript profiling revealed stress signaling gene expression modifications 

Comparative CATMA microarray analyses were carried out to underpin genes whose expression is 

induced by p25 protein constitutive expression and which play directly or indirectly a role in the root 

branching phenotype. To perform standardized plant cultures needed for accurate transcriptome 
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analyses, wild-type and transgenic seeds were first plated separately and 5-day-old seedlings were then 

transferred on definitive MS media in order to normalize growth stages within each group of plants, 

redistribute plant places equally and co-cultivate wild-type and transgenic plants under identical sterile 

conditions (Figure 6a). The first part of the experiment consisted of the comparison between wild-type 

Col-0 and 35S::P25B plants after 5 days on new MS media, corresponding to the 1.02 stage of growth 

for 10-day-old Col-0 seedlings (Figure 6b, upper part) as described by Boyes et al. (2001). The second 

part of the experiment was dedicated to the comparison between wild-type Col-0 plants and the 

transgenic plants from the three homozygotous lines B, E and T (35S::P25B, 35S::P25E, 35S::P25T) 

after 12 days on new MS media, corresponding to the 1.06 stage of growth for 17-day-old Col-0 

seedlings (Figure 6b, lower part) according to Boyes et al. (2001). For each experimental group, 300 

individuals were harvested and roots pooled for total RNA extraction. RNA extracts were then labeled 

and used to perform two-color microarray analyses (see arrows on Figure 6b for hybridization 

planning) to compare transcriptomes of plants of the same age (10d or 17d independently) as well as 

transcriptomes of plants with distinct ages (10d and 17d together). 

We first analyzed deregulated genes in the A. thaliana 35S::P25B line because the T-DNA insertion 

was detected in a non-coding region of the genome, calculating the differential expression between 10- 

and 17-day-old seedlings to reduce growth difference effects. To check for the quality of the measures, 

we performed a calculation of the sum of vector values (X+Z-Y-W) observed for each deregulated 

gene (see the scheme on Figure 6c), where X is the vector between WT(10d) and B(10d), Z the vector 

between B(10d) and B(17d), Y the vector between WT(17d) and B(17d) and W the vector between 

WT(10d) and WT(17d). This ratio (X+Z-Y-W) should theoretically lead to a zero value. The mean 

value of the entire set of genes was µ=-0.03+/-0.22, validating the differential expression measured 

(see the graph on Figure 6c). We then applied a cutoff of the genes that did not behaved as expected 

(standard deviation SD of 0.22), selecting 1442 differentially expressed genes. Among these genes, 

169 candidate genes have retained our attention (Table 1), because of their role in biological 

mechanisms, which could be linked to hormonal changes (stress and hormone signaling genes) and 

root disorders (genes involved in cell expansion and modification) observed on p25 protein-expressing 

A. thaliana plants. A second cutoff was then applied, taking into account expression variations of the 

nptII gene conferring antibiotic resistance that was only present in transgenic lines and under the 

control of the 35S constitutive promoter. We calculated the differential expression of nptII gene during 

plant development (i.e. the Log ratio of vectors Z-W, Figure 6c) equal to 0.61 and we selected only 

genes with a differential expression equal to or higher than 0.61 or -0.61. Using this approach 1363 

candidate genes were selected, with 1067 up-regulated genes (log ratio between 0.61 and 4.51) and 

296 down-regulated genes (log ratio between -1.51 and -0.61). All these deregulated genes were 

classified according to their biological process (figure 7) using TAIR’s GO annotations (Berardini et 

al., 2004). 
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To validate gene differential expressions, we performed quantitative RT-PCR analyses on the same 

RNA samples used in microarray experiments, focusing on root extracts from 10-day- and 17-day-old 

A. thaliana transgenic 35S::P25B seedlings. We chose the TRF-like 7 transcription factor-encoding 

gene TRFL7 (AT1G06910) as a reference gene among unaffected genes within our microarray 

analyses. We tested 12 genes among the most interesting candidate genes implicated in cell growth 

regulation and morphogenesis (expansin-coding genes EXP18 and EXP7 and the extracellular LRR-

extensin gene LRX1), in response to auxin stimulus (the auxin response factor-encoding gene ARF2, 

one auxin-responsive gene IAA16 and the ABCB transport protein member gene ABCB19), in 

response to ethylene stimulus (the gene RCN1 encoding a regulatory subunit of the protein 

phosphatase 2A), in defense response (a member gene of the TIR-NBS-LRR class and a DnaJ heat 

shock protein-encoding gene DnaJHSP), in translational elongation (60S ribosomal protein-encoding 

gene RPP0A), in protein binding (a zinc finger-containing protein-coding gene) and a gene with no 

function assigned (an ubiquitin interaction motif-containing gene). We calculated expression ratios 

(%CT) between the reference gene and each candidate gene in 10- and 17-day-old Col-0 and 

35S::P25B seedlings to determine differential gene expression between plants at two distinct growth 

stages (%%CT(10d) and %%CT(17d) in Table 2). The resulting final p25 protein-induced variation 

obtained by qRT-PCR (%%CT(17d)-%%CT(10d) in Table 2) was compared to the final Log ratio 

obtained in microarray studies (%B-%WT in Table 2). All the differential gene expressions were 

validated: up- and down-regulations trends were confirmed. 

We then focused on the deregulated genes that were common to the three p25 protein-expressing A. 

thaliana lines. Eighteen candidate genes were identified as deregulated genes common to the 17-day-

old seedlings of the three transgenic lines B, E and T (Table 3). Among them, some genes have been 

already described as deregulated genes in rhizomania-infected plants such as expansin genes 

(Schmidlin et al., 2008) or induced genes in other infected plants such as the Tobamovirus 

multiplication protein-encoding gene TOM3 (Yamanaka et al., 2002). Using pathoplant® microarray 

database (http://www.pathoplant.de/index.php), we searched for stimuli that affected similarly the 

expression profile of each candidate gene, except for the gene AT3G30720 described in pathoplant® 

as a miRNA-regulated gene (n°2, Table 3). For two genes, one encoding a putative peroxidase 

(AT1G05250) and a SADHU-non coding retrotransposon (AT2G10410), neither pathogen infection 

nor abiotic stimuli affected their expression profile, demonstrating a specific deregulation of these two 

genes by only the ectopic expression of the p25 protein (n°8 and 18, Table 3). Other genes were shown 

to be deregulated by only one type of stress, such as AT5G15120 (n°7, Table 3) up-regulated upon 

TMV systemic infection, AT4G34290 (n°14, Table 3) up-regulated by lipopolysaccharide-induced 

(LPS), flagellin-induced (flg22) and hairpin-induced stresses, AT3G55920 (n°3, Table 3) up-regulated 

by hormonal stresses induced by SA and MeJA, and many genes up-regulated only by MeJA (n°4, 5, 

6, 11, 13 and 17, Table 3). Interestingly, many other genes were up-regulated upon MeJA treatment 

but also after TMV infection (n°1, 9, 10, 12, 15 and 16, Table 3). Some of these genes were also up-
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regulated by SA or ethylene treatment (n°10, 12, Table 3), or by LPS-, flg22- and hairpin-induced 

stresses (n°15, Table 3). All these data demonstrated that a lot of up-regulated genes in p25 protein-

expressing A. thaliana plants are also induced by other stress conditions. 
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Discussion: 

Previous analyses reported the influence of the p25 protein in BNYVV pathogenicity and 

demonstrated a major role of this protein in lesion phenotype upon leaf infection of C. quinoa, T. 

expansa, B. vulgaris and B. macrocarpa (Jupin et al., 1992; Tamada et al., 1999; Klein et al., 2007). 

Performing A. tumefaciens-mediated transient expression of the p25 protein in sugar beet leaves, we 

evidenced its direct implication in leaf yellowing phenotype in host plants without any help of other 

BNYVV factors. Yellowing was observed on B. vulgaris (right part, Figure 1a) and T. expansa (data 

not shown) and always correlated with p25 protein expression in leaf tissues (Figure 1b). Such 

phenotype was never observed with A. tumefaciens carrying control empty vectors (left part, Figure 

1a), suggesting no influence of bacteria or leaf wounding. Moreover, adding A. tumefaciens expressing 

the P0 silencing suppressor in leaf tissues, we postulated that this yellowing phenotype could probably 

not be due to a siRNA effect.  

Concerning root proliferation phenotype observed on rhizomania-infected sugar beets, there was 

previously no evidence of p25 protein implication, even though natural deleted forms of BNYVV 

RNA-3 did not cause root disorders (Tamada et al., 1999). The transgenic approach using A. thaliana 

Col-0 plants expressing constitutively the p25 protein demonstrated its major role in root branching 

phenotype in non-host plants and without any infection. These root disorders were observed on several 

p25 protein-expressing transgenic A. thaliana lines selected as homozygotous and single copy lines 

(Figure 3a) and always correlated with the ubiquitinous expression of the p25 protein (Figure 2a). The 

p25 protein conserved its functional cellular activity, as shown by its nuclear and cytoplasmic 

localizations (Figure 2b) in accordance with its nucleo-cytoplasmic shuttling capabilities described 

previously (Vetter et al., 2004). Moreover, no specific siRNAs produced from p25 protein-encoding 

mRNAs were detected in all these transgenic A. thaliana plants (Figure 2c), thus excluding a role of 

such siRNAs in the root branching phenotype. Regarding leaf phenotype of these p25 protein-

expressing plants, no dramatic changes such as yellowing or leaf deformation was observed. These 

differences could be explained by the specific interaction of the p25 protein with host factors present 

in Beta species but absent in A. thaliana leaves. 

Previous studies on rhizomania sugar beet disease reported the higher levels of auxin in infected host 

plant roots (Pollini et al., 1990). All the experiments conducted on p25 protein-expressing A. thaliana 

plants presented here permitted to confirm the role of this protein in auxin level increase and to 

suggest that this protein acts in A. thaliana as well as in infected sugar beet roots. Sensitivity-assays to 

exogenous 2,4-D (Figures 4a and 4b) demonstrated that transgenic plants are more sensitive to auxin 

treatments and hormonal content assays revealed more contents in free IAA and other auxin 

conjugates in transgenic plants than in wild-type plants. Moreover, using A. thaliana 

DR5::GFPx35S::P25 plants expressing GFP in response to auxin signaling, observing GFP 

fluorescence of their root meristems (data not shown) and targeting GFP-coding transcripts by qRT-

PCR, we were able to confirm higher auxin levels in p25 protein-expressing plants than in wild-type 
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plants. Microarray analyses focusing on deregulated genes in transgenic A. thaliana 35S::P25B roots 

revealed at least 26 genes involved in auxin signaling (Table 1). Among them, many genes were 

identified as auxin-responsive protein genes coding for auxin transporters and Aux/IAA transcription 

factors, such as IAA13 (AT2G33310), IAA16 (AT3G04730) and ARF10 (AT2G28350) up-regulated in 

35S::P25B plants, and ARF2 (AT5G62000) down-regulated in 35S::P25B plants. These results are in 

agreement with other studies reporting auxin-induced genes among deregulated genes upon BNYVV 

infection (Larson et al., 2008; Schmidlin et al., 2008). The direct implication of the p25 protein is yet 

not clear but recent data evidenced the interaction between the p25 protein and cellular factors 

involved in auxin signaling such as IAA28 (Thiel and Varrelmann, 2009). 

Other hormonal assays conducted on transgenic A. thaliana plants permitted to show other variations 

in hormone signaling linked to the p25 expression. Sensitivity-assays to exogenous ABA (Figure 5) 

and MeJA (Figures 4c, 4d and 5) demonstrated that transgenic plants are more resistant to ABA and 

MeJA treatments than wild-type plants, and JA content assays evidenced lower amounts of JA within 

p25 protein-expressing rootlets. Microarray analyses on transgenic A. thaliana 35S::P25B roots 

revealed some JA-related genes such as JAR1 (AT2G46370) and the phenylalanine ammonia lyase-

encoding gene PAL1 (AT2G37040) whose orthologous gene was also up-regulated in infected sugar 

beet roots (Schmidlin et al., 2008). The repression of another PAL-encoding gene PAL3 (AT5G04230) 

involved in defense response and response to wounding was as well detected. These results are also in 

accordance with global proteomic studies reporting hormone-responsive proteins detected in BNYVV-

infected beets (Larson et al., 2008). Yet, our current data do not allow a complete comprehension of 

mechanisms involved in JA content diminution and JA-responsive gene modulation. Further 

experiments are conducted to understand these phenomena. Another aspect of changes in hormone 

signaling lays on higher amounts of ethylene precursor (ACC) conjugates assayed in A. thaliana 

transgenic lines and infected B. macrocarpa leaves, whereas comparable amounts of ACC were found. 

These data could be explained by a possible effect of p25 expression on ACC conjugation inducing 

storage of inactive forms, thus preventing rapid transformation in ethylene signaling molecules and 

delaying responses to infection. Thiel & Varrelmann discovered the ability of the p25 protein to 

interact with several B. vulgaris cellular factors involved in auxin, jasmonate and ethylene responses 

as well as with proteasome components (Thiel and Varrelmann, 2009). 

Microarray analyses on transgenic A. thaliana 35S::P25B roots revealed another group of very 

interesting genes involved in cell wall biosynthesis, elongation, modification, and catabolism (Table 

1). This group was composed of seven expansin genes, such as EXPL2 (AT4G38400) and EXP15 

(AT2G03090) down-regulated in 35S::P25B plants and EXP6 (AT2G28950), EXP7 (AT1G12560), 

EXP14 (AT5G56320) and EXP18 (AT1G62980) up-regulated in 35S::P25B plants, and four up-

regulated pectinesterase-encoding genes (AT5G53370, AT2G47550, AT2G45220, AT5G04960). Two 

of these expansin genes were also retrieved among the 18 deregulated genes common to the three 

independent transgenic A. thaliana lines (EXP7 and EXP18, Table 3), confirming their importance in 
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root phenotype in accordance with the link described between their expression and root hair initiation 

(Cho and Cosgrove, 2002). Moreover, one expansin gene (BQ583860) was also previously reported as 

typically up-regulated in infected sugar beet roots (Schmidlin et al., 2008). All these results are 

consistent with root expansion and branching phenotype observed on p25 protein-expressing A. 

thaliana plants and with rhizomania sugar beet disease. 

Interestingly, on the one hand most of the genes involved in disease resistance were down-regulated 

such as many resistance (R) genes of the TIR-NBS-LRR class and the defence-associated gene EDS1 

(AT3G48090) (Table1). On the other hand, genes that benefit viral infection were up-regulated such as 

one gene coding for the cell death suppressor Bax inhibitor 1 (BI-1) (AT5G47120) and the two 

Tobamovirus multiplication protein-encoding genes TOM1 and TOM3, TOM3 commonly found in the 

three independent transgenic A. thaliana lines (Table 3). This could suggest that such protein 

expression modifications contribute to a cellular environment favoring optimal replication of the virus 

(Ishikawa et al., 1993; Falk et al., 1999; Yamanaka et al., 2000; Peart et al., 2002; Huckelhoven et al., 

2003; Tsujimoto et al., 2003). Another set of up-regulated genes consisted of 7 peroxidase-encoding 

genes (Table1) whose expression could contribute to the limitation of reactive oxygen species in the 

cells, thus leading to higher tolerance against oxidative stress and growth stimulation (Kawaoka et al., 

2003; Yoshida et al., 2003). Such effects will be further characterized to understand how the p25 

protein interferes with host factors and if hormonal changes are causes or consequences of 

transcriptional deregulations. 

Hence, the characterization of transgenic A. thaliana plants expressing the BNYVV p25 protein has 

uncovered the effect of this factor of pathogenicity on transcriptome deregulation and hormonal 

changes in roots, highlighting major modifications that need to be confirmed in roots of Beta species. 

Sequencing of B. vulgaris genome combined with recent advances allowing ectopic root expression 

using A. rhizogenes (Pavli et al., 2010) will permit to compare transcriptional changes within roots 

expressing or not the p25 protein under the control of an inducible promoter.  
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Experimental procedures: 

Plant material and growth conditions 

Arabidopsis thaliana ecotype Columbia was used in this study. Seeds were surface-sterilized by 

treating sequentially in 70% ethanol for 10 min, then 5% sodium hypochlorite for 20 min, and rinsing 

4 times in sterilized water. Seeds were plated onto Petri dishes containing MS medium pH5.7 

consisting of Murashige and Skoog M0255 salts (Duchefa) supplemented with 0,7% Bacto-agar 

(Difco) and 1% sucrose (Duchefa). Plates were kept for 4 days in dark conditions at 4°C to 

synchronize germination, and then transferred to growth chambers with the standard conditions of a 

16-h-light (21°C)/8-h-dark (17°C) photoperiod. For root elongation studies, 5-day-old seedlings were 

transferred to square plates kept vertically in order to correctly estimate root expansion. For auxin 

sensitivity assays or other root growth inhibition assays, after seed germination on classical MS media, 

5-day-old seedlings were transferred to MS media supplemented with various concentration of 2,4-

dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), or methyl jasmonate (MeJA). All seedlings were positioned so 

that their root tips were aligned on a drawn line and Petri plates were placed in a vertical position. 

After 6 days, root elongation was measured and percentage of root growth inhibition calculated 

relative to root growth on minimal medium without any hormone. For all experiments, three sets of 

measurements were made on 20 plants for each genotype and averaged. For other hormonal 

treatments, seeds were directly kept on MS medium supplemented with abscissic acid (ABA), salicylic 

acid (SA), 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), or MeJA. Seed germination and plant 

development were appreciated after 14 days of room culture. 2,4-D (Duchefa), ACC (ScienceLab) and 

ABA (Duchefa) were provided as crystalline powder and 1 M, 100 mM, 10 mM and 1 mM stock 

solutions prepared and kept in 100% ethanol. SA stock solutions were prepared with sodium salicylate 

(Sigma-Aldrich) diluted in sterilized water. MeJA solution was supplied as a 4,5 M concentrated 

solution prepared in 100% ethanol (Sigma-Aldrich) and then diluted in 100% ethanol. All these 

compounds were added to cooled (50°C) MS medium as concentrated and sterile solutions, and the 

medium was poured into Petri dishes. For microarray studies, after germination of Col-0 and 

transgenic seeds on separated MS media, 5-day-old seedlings were transferred to new MS media. All 

seedlings were positioned so that Col-0 and transgenic plants were alternatively placed on drawn lines. 

After 5 days or 12 days of growth on new media, plantlets were harvested and used for microarray 

analyses. 

Molecular construction of the P25 protein-expressing vector 

The p25 protein-coding nucleotide sequence was amplified from pB35 full-length cDNA clone 

(Quillet et al., 1989) by polymerase chain reaction (PCR) using sense and reverse primers containing 

respectively NcoI and XbaI sites. After NcoI and XbaI digestion, protruding ends were blunt-ended 

using Klenow fragment. PCR product was cloned into SmaI digested pBin61 (Voinnet et al., 1998) to 

obtain the pBin-p25 construct. The cloned fragment was sequenced to ensure that the correct sense of 

the p25 sequence was inserted, according to the CaMV 35S promoter and terminator. The pBin-p25 
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construct was introduced into Agrobacterium tumefaciens strain GV3101 (Holsters et al., 1980) using 

electroporation. 

Transient expression of the p25 protein in B. vulgaris leaves 

A. tumefaciens strains carrying empty pBin construct, pBin-p0 vector expressing the BWYV silencing 

suppressor P0 (Pfeffer et al., 2002), and pBin-p25 vector were infiltrated in leaf tissues as described 

previously (Voinnet et al., 1998). For the co-infiltration of two Agrobacterium cultures carrying 

distinct vector, equal volumes of both cultures (OD600=1) were mixed just before infiltration. Mature 

leaves of 4-week-old B. vulgaris plants were infiltrated and observed after 4, 6 and 9 days. 

A. thaliana transformation, selection and characterization 

Wild-type A. thaliana (ecotype Columbia) plants were transformed with A. tumefaciens strain GV3101 

bearing pBin-p25 binary vector by floral dip (Clough and Bent, 1998). Seed selection was made on 

MS medium supplemented with 50 &g.ml
-1

 kanamycin and 25 resistant T1 seedlings were regenerated 

and separately transferred into greenhouse (16h light (22°C)/8h dark (18°C)) to obtain independent 

populations of pBin-p25 transformed T2 seeds. After kanamycin selection, 4 plants of each 

independent line were arbitrarily selected to self-pollinate. The progeny (T3 seeds) was tested for the 

p25 ubiquitinous and stable expression by western blot analysis, and number of T-DNA insertions was 

determined by Southern blot analysis. Monocopy lines were self-pollinated and homozygotous T4 

seeds were recovered from these populations and subsequently used for root development studies and 

gene expression analyses. Backcrosses were performed as followed: two or three unopened flowers 

from the main inflorescence on A. thaliana 35S::GFP mature plants were emasculated with the help of 

a pair of fine forceps, and several anthers from male donors (from homozygotous lines 35S::P25B, 

35S::P25E or 35S::P25T) were used to pollinate the recipient stigmas. The rest of the flowers from the 

inflorescence were removed, and then appropriate seeds were carefully recovered.  

DNA extraction and Southern blot analysis 

Approximately 500 mg of leaf tissue were collected from each independent transgenic or wild-type A. 

thaliana plants, frozen and ground in liquid nitrogen. Genomic DNA was extracted and 15 &g per 

sample were overnight digested at 37°C. Two independent experiments were performed using either 

AccI or BamHI restriction enzymes. Only one AccI restriction site was found in the pBin-p25 binary 

vector, located in p25 protein-coding region, 600 bp downstream from the initiation codon. Whereas 

two BamHI restriction sites were determined, one located in the multiple cloning sequence inside the 

T-DNA region, upstream from the p25 protein-coding region, and the second located in p25 protein-

coding sequence, 303 bp downstream from the initial codon. Digested products were purified by Tris-

saturated phenol/chloroform/isoamylic alcohol (25/24/1), precipitated and dissolved in sterile water. 

These DNA fragments were separated on 1% agarose gel, visualized by ethidium fluorescence, and 

then blotted onto nylon Hybond-NX membranes (Amersham Biosciences). Following transfer, DNA 

was covalently linked to the filters by UV irradiation. Radiolabeled probes detecting the p25 protein-

coding sequence were made by random priming reactions in the presence of (!-
32

P) dCTP using 
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Prime-a-gene Labeling System (Promega). Non overlapping templates used in labeling experiments 

were either 5'-terminal PCR products (consisting of the first 300 bp of the p25 sequence) to reveal 

AccI digested fragments, or 3'-terminal PCR products (consisting of the last 360 bp of the p25-coding 

sequence) to reveal BamHI digested fragments. These nucleotide sequences were derived from pB35 

and amplified with appropriate specific primers. Hybridization of probes was performed overnight in 

PerfectHyb Plus buffer (Sigma-Aldrich) at 65°C. Signals were detected by autoradiography and 

quantified using a Fuji MAS 1000 BioAnalyser and MacBAS image analysis software. 

Identification of genomic sequences flanking T-DNA insertions by inverse PCR (iPCR) 

For T-DNA insertion sequencing, 15 &g of genomic DNA was digested with AccI enzyme in a 200 &l 

volume and purified as described before. A ligation was set up, under diluted conditions to generate 

circular fragments, with 2 &g of digested DNA in a 1 ml volume using T4 DNA Ligase (Fermentas) 

overnight at room temperature. The ligated solution was purified by Tris-saturated 

phenol/chloroform/isoamylic alcohol (25/24/1), and DNA was precipitated and redissolved in 10 &l 

sterile water. Purified DNA (2,5 &l per sample) was used as the template for inverse PCR with the 

following invPCR primer pairs (Table 4). PCR amplifications using the PfuTurbo DNA Polymerase 

(Stratagene) consisted of 45 cycles of 94°C for 10 s, 60°C for 10 s, and 72°C for 2 min. Cycling was 

preceded by an initial denaturation step (94°C for 1 min) and followed by a final extension step (72°C 

for 5 min). PCR products were purified on 1% agarose gel and directly sequenced with Hitachi 3100 

genetic analyser (Applied Biosystems). Genomic A. thaliana sequences flanking T-DNA Left Border 

insertions were determined by sequence comparisons using the NCBI BLAST program 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Altschul et al., 1997) and T-DNA insertions mapped using 

NCBI Map Viewer software (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/). 

TEM immunolocalization of the p25 protein 

Leaf and root tissue samples were taken from 21-day-old plantlets and were fixed for 2 h in 2% (v/v) 

glutaraldehyde and then treated for 12 h at 4°C in 10% (w/v) picric acid and stained for 2 h in 0.1% 

(v/v) osmium tetroxide and 12 h in 2% (w/v) uranyl acetate. All treatments were performed in 150 

mM sodium phosphate buffer, pH7.2. Samples were then dehydrated through ethanol series and 

infiltrated with EPON 812 medium grade resin (Polysciences Inc, Germany). Polymerization was for 

60 h at 60°C. Ultra-thin sections (90 µm) were cut using an Ultracut E microtome (Reichert) and 

collected on grids coated with formvar (EMS, Washington). Immunolocalization of the p25 protein 

was performed by incubating the sections with a rabbit anti-p25 antibody diluted 1/10000 in 1% 

bovine serum albumin (BSA) in phosphate buffered saline (PBS) for 2 h at room temperature. The 

secondary goat anti-rabbit (GAR) coupled to 15 nm gold particles (Aurion EM reagents, EMS, 

Washington) was diluted 1/50 in 0.1% BSA. 

mRNA and siRNA detection by northern blot analyses 

Total RNA from leaves was extracted using Purescript RNA Isolation Kit (Gentra Systems) according 

to the manufacturer's instructions, quantified by spectrophotometry and redissolved in 50% 
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formamide. Northern analyses of low molecular weight RNA were performed with 20 &g of total 

RNA, as described previously (Himber et al., 2003). Ethidium bromide staining of the denaturating gel 

before transfer on the Hybond-NX membrane was used to detect total RNAs. Radiolabeled probes 

specific to the full-length p25 protein-coding sequence were obtained by random priming reactions in 

the presence of (!-
32

P) dCTP using Prime-a-gene Labeling System (Promega). Hybridizations were 

performed overnight in PerfectHyb Plus buffer (Sigma-Aldrich) at 42°C. Radioactive signals were 

detected by autoradiography and quantified using a Fuji MAS 1000 BioAnalyser and MacBAS image 

analysis software. 

Reverse transcription and quantitative PCR (qPCR) 

Reverse-transcription of mRNAs into cDNAs was performed using ImProm-II™ Reverse 

Transcription System kit (Promega) according to manufacturer’s instructions. cDNAs were used as 

templates to perform real-time PCR amplifications with a LightCycler® 480 SYBR Green I Master kit 

(Roche) and specific primers targeting candidate genes selected after CATMA microarrays analyses. 

PCR reactions were performed using an iCycler Optical System (Bio-Rad) in 96-well plates heated at 

95°C for 10 min as activation step, followed by 45 cycles of denaturation at 95°C for 15 s, annealing 

at 60°C for 20 s, extension at 72°C for 40 s allowing data acquisition, and ended by 80 cycles with 

temperature increasing 0.5°C per cycle from 55°C to 95°C (melting curve recommended to confirm 

the specificity of the reactions). Identical conditions were used for all gene amplifications. Expression 

levels were presented as CT values and normalized using Actin2 gene (ACT2) or TRF-like 7 

transcription factor-encoding gene TRFL7 (AT1G06910) as internal control, resulting in %CT values. 

Global gene expression variation between two plants (transgenic vs Col-0) was then determined by the 

differences of the %CT leading to %%CT values.  

Western blot analysis 

Plant tissues used for immunoblot analysis (usually 10 mg of leaf tissues) were frozen and ground in 

liquid nitrogen. Samples were homogenized in 100 &l of 2x concentrated gel loading Laemmli buffer 

(125 mM Tris-HCl, pH6.8 ; 5% SDS ; 20% Glycerol ; 5% ß Mercapto Ethanol ; 0,005% Bromo 

Phenol Blue ; (Laemmli, 1970)), and centrifuged briefly to remove insoluble material. The soluble 

proteins were heated to 95°C for 5 min, 10 &l were loaded on a 12% polyacrylamide gel, resolved by 

SDS-PAGE and transferred by electro blotting onto a polyvinylidene difluoride membrane 

(Immobilon-P, Millipore). Immunodetection of the p25 protein was performed by incubating 

membranes with rabbit polyclonal anti-p25 antibody diluted 1/40000 in phosphate buffer saline (PBS) 

containing 1% Tween/5% skimmed milk overnight at 4°C. Membranes were rinsed 3 times with 

PBS/1% Tween and then incubated for 2 h at room temperature with the secondary goat anti-rabbit 

antiserum coupled to peroxidase (Molecular Probes) diluted 1/10000 in PBS/1% Tween/5% skimmed 

milk. After 4 washing steps with PBS/1% Tween, complexes were revealed using chemiluminescent 

substrate (Roche Lumi-LightPLUS). Images were acquired by using a Chemdoc (Bio-Rad) digital 

imaging system, and band pattern analysed with Quantity One software (Bio-Rad). 



  

 70 

Hormone assays 

IAA and IAA conjugates were assayed as described previously (Devos et al., 2006). 

Characterization of jasmonate (JA) from plant samples was performed by ultra performance liquid 

chromatography coupled to tandem mass spectrometry (UPLC-MS-MS). The characterization was 

performed by comparing retention times, MS transitions and MS-MS analyses of sample and standard 

molecules of JA (Sigma). For JA content quantifications we used qualibration curves made with 

distinct MS peak area obtained from different JA standard concentrations. JA standards were injected 

separately to the UPLC-MS/MS. Methyl dihydro jasmonate has been added during grinding of plant 

tissues in methanol 90% and used as an internal standard for JA recovery calculation after extraction. 

All analyses were performed using a Waters Quattro Premier XE (Waters, Mildorf, MA USA) 

equipped with an electrospray ionisation (ESI) source and coupled to an Acquity UPLC system 

(Waters). Chromatographic separation was achieved using an Acquity UPLC BEH C18 column (100 x 

2.1 mm, 1.7 µm; Waters), coupled to an Acquity UPLC BEH C18 pre-column (2.1 x 5 mm, 1.7 µm; 

Waters). Elution program was as followed: 100% A (2 min), a linear gradient to 100% B (10 min), 

100% B (isocratic flow for 2 min), 100% A (1 min) and 100% A (isocratic flow for 2 min) at 450 

µl.min
-1

 (sample injection volume 3 µl). Mobile phase buffers were (A) water/acetonitrile/formic acid 

(94.9/5/0.1, v/v/v) and (B) acetonitrile/formic acid (99.9/0.1v/v). Nitrogen generated from pressurized 

air in a N2G nitrogen generator (Mistral, Schmidlin-dbs-AG, Switzerland) was used as the drying and 

nebulizing gas. The nebulizer gas flow was set to approximately 50 l.h
-1

, and the desolvatation gas 

flow to 900 l.h
-1

. The interface temperature was set at 400°C and the source temperature at 135°C. The 

capillary voltage was set at 3.4 kV and the cone voltage and the ionization mode (positive and 

negative) were optimised for each molecule. The selected ion recording (SIR) MS mode was used to 

determined parent mass transition of JA (m/z: 209 in negative mode) and Methyl dihydro jasmonate 

(m/z: 227 in positive mode) with cone of 25 V for all the components. JA fragmentation was 

performed by collision-induced dissociation with argon at 1.10
-4 

mbar using multiple reaction 

monitoring (MRM). The collision energy was set to 20 V and the following transitions was used for 

JA: 209> 59 as described (Pan et al., 2008). The combination of chromatographic retention time, 

parent mass and unique fragment ion analysis was used to selectively monitor JA. Low mass and high 

mass resolution were 15 for both mass analyzers, ion energies 1 and 2 were 0.5 V, entrance and exit 

potential were 2 V and 1 V and detector (multiplier) gain was 650 V. Data acquisition and analysis 

were performed with the MassLynx software (ver.4.1) running under Windows XP professional on a 

Pentium PC. 

Transcriptome analyses 

 

Microarray analysis was carried out at the Unité de Recherche en Génomique Végétale (Evry, France), 

using the CATMA arrays containing 24,576 gene-specific tags corresponding to 22089 genes from A. 

thaliana (Crowe et al., 2003; Hilson et al., 2004). Two independent biological replicates were 
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produced. Plants were cultivated as described above. For each biological repetition and each 

experimental group, 300 plantlets were harvested, roots pooled and immediately frozen in liquid 

nitrogen and ground in Micro Dismembrator of Sartorius (30 s, 2000 rpm). Total RNA was extracted 

using RNeasy Plant Mini kit (Qiagen) according to the supplier’s instructions. For each comparison, 

one technical replication with fluorochrome reversal was performed for each biological replicate (i.e. 4 

hybridizations per comparison). Labeling of cRNAs with Cy3-dUTP or Cy5-dUTP (Perkin-Elmer-

NEN Life Science Products), slide hybridization and scanning were performed as described (Lurin et 

al., 2004). 

Statistical analysis of microarray data 

A normalization and statistical analysis method has been developed specifically for the CATMA 

programme by M.L. Martin-Magniette in collaboration with the 'Statistique et Génome' team from the 

unit UMR INRA/AgroParisTech MIA 518, Paris, France. It was based on two dye swaps (i.e. 4 arrays, 

each containing 24,576 GSTs and 384 controls) as described in (Gagnot et al., 2008). To determine 

differentially expressed genes, we performed a paired t-test on the Log ratios, assuming that the 

variance of the Log ratios was the same for all genes. Spots displaying extreme variance (too small or 

too large) were excluded. The raw P-values were adjusted by the Bonferroni method, which controls 

the Family Wise Error Rate, (with a type I error equal to 5%) in order to keep a strong control of the 

false positives in a multiple-comparison context (Ge et al., 2003). We considered as being 

differentially expressed the genes with a Bonferroni P-value ' 0.05, as described in (Gagnot et al., 

2008). 

Data deposition 

Microarray data from this article were deposited at Gene Expression Omnibus 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/, accession no. GSE E-MEXP-404) and at CATdb 

(http://urgv.evry.inra.fr/CATdb/; Project: CATMA-AU-05-01_P25) according to the “Minimum 

Information About a Microarray Experiment” standards. 
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Table 1: List of 169 selected genes differentially expressed in A. thaliana 35S::P25B roots categorized 

according to their biological groups (a to j). Expression levels (%B/%WT) assessed by CATMA 

analyses comparing 10- and 17-day-old seedlings of wild-type (WT) and transgenic 35S::P25B (B) 

plants (microarray scheme on Figure 6c) are indicated as Log ratio (Log2 data). 28 genes appear twice 

and 2 appear in triplicate within the table. 

 Acc. Number Gene description !B/!WT 

a Auxin signaling: 26 genes 

f AT5G62000 auxin response factor1 Binding prot. (ARF2) -0.68 

 AT3G25290 auxin-responsive family prot.  -0.61 

 AT5G54490 pinoid-binding prot. 1 (PBP1) -0.61 

d AT1G12820 auxin binding / ubiquitin-protein ligase (AFB3) 0.72 

 AT2G01420 auxin transport prot. (PIN4)  0.75 

f AT2G28350 auxin response factor 10 (ARF10) 0.86 

 AT2G20120 expressed prot.  0.88 

 AT4G34750 auxin-responsive prot. 0.89 

 AT5G19140 auxin/aluminum-responsive prot. (AILP1) 0.96 

fij AT3G47600 myb family transcription factor (MYB94)  1.05 

 AT1G28130 indole-3-acetic acid amido synthetase (GH3.17)  1.09 

 AT1G16510 auxin-responsive family prot.  1.24 

e AT1G10210 mitogen-activated prot. kinase / MAPK (MPK1)  1.30 

 AT4G12980 auxin-responsive prot., put.  1.35 

f AT4G29080 auxin-responsive AUX/IAA family prot. (IAA27) 1.51 

c AT2G38120* amino acid permease (AUX1)  1.66 

 AT4G36760 aminopeptidase P1 1.67 

 AT1G56220 dormancy/auxin associated family prot.  1.76 

f AT5G65670 indoleacetic acid-induced prot. 9 (IAA9)  1.78 

i AT2G46370 jasmonate resistant 1 (JAR1) 1.80 

 AT3G09870 auxin-responsive family prot.  1.88 

f AT3G04730 indoleacetic acid-induced prot. 16 (IAA16)  1.94 

f AT2G33310 indoleacetic acid-induced prot. 13 (IAA13)  2.17 

j AT1G25490 prot. phosphatase 2A (PP2A) regulatory s.u. (RCN1) 2.27 

c AT2G36910 multidrug resistance P-glycoprot. (ABCB1)  2.36 

c AT3G28860 multidrug resistance P-glycoprot., put. (ABCB19) 2.82 

b Cell wall modification: 7 expansin genes, 5 extensin genes, 4 pectinesterase genes 

 AT3G45960 expansin family prot. (EXPL3)  -0.79 

 AT4G38400 expansin family prot. (EXPL2)  -0.66 

 AT2G03090 expansin family prot. (EXP15)  -0.61 

 AT4G13340 leucine-rich repeat family prot. / extensin family prot.  0.76 

 AT2G47540 pollen Ole e 1 allergen and extensin family prot.  0.77 

 AT4G02270 pollen Ole e 1 allergen and extensin family prot.  0.90 

 AT5G56320 expansin family prot. (EXP14)  0.94 

 AT2G15880 leucine-rich repeat family prot. / extensin family prot.  0.96 

 AT5G53370 pectinesterase family prot. (PMEPCRF) 1.03 

 AT5G05500 pollen Ole e 1 allergen and extensin family prot. (MOP10.4) 1.29 

 AT2G28950* expansin family prot. (EXP6)  1.44 

 AT1G12560 expansin family prot. (EXP7)  1.51 

 AT1G62980 expansin family prot. (EXP18)  1.57 

 AT2G47550 pectinesterase family prot. 1.78 

 AT2G45220 pectinesterase family prot. 1.84 

 AT5G04960 pectinesterase family prot. 1.86 

c Transport: 15 genes of AAP or ABC transporters out of 19 
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 AT1G30400 glutathione S-conjugate transporting ATPase (MRP1)  -0.75 

 AT2G39480 ABC transporter family prot. (PGP6) -0.65 

i AT1G04120 ABC transporter family prot. (MRP5) -0.61 

 AT3G28345 ABC transporter family prot.  0.80 

 AT5G01240 amino acid permease, put.  1.03 

 AT3G13620 amino acid permease family prot.  1.15 

 AT2G39130 amino acid transporter family prot.  1.30 

a AT2G38120* amino acid permease (AUX1)  1.66 

 AT3G19553 amino acid permease family prot.  1.72 

 AT1G58360 amino acid permease I (AAP1)  1.82 

 AT2G21050 amino acid permease, put.  2.28 

a AT2G36910 multidrug resistance P-glycoprot. (ABCB1)  2.36 

i AT1G59870 ABC transporter family prot. (PEN3) 2.73 

a AT3G28860 ABC transporter family prot. (ABCB19) 2.82 

 AT3G30390 amino acid transporter family prot.  3.96 

d Proteasome: 41 F-box and ubiquitin-related genes 

 AT1G61340 F-box family prot.  -0.80 

 AT5G15400 U-box domain-containing prot.  -0.70 

 AT2G30110 ubiquitin activating enzyme 1 (UBA1)  -0.63 

 AT4G10925 F-box family prot.  0.61 

 AT5G01720 F-box family prot. (FBL3)  0.65 

 AT4G05230 ubiquitin family prot.  0.68 

 AT1G49140 NADH-ubiquinone oxidoreductase-related  0.69 

a AT1G12820 auxin binding / ubiquitin-prot. ligase (AFB3) 0.72 

 AT1G64840 F-box family prot.  0.73 

 AT4G39910 ubiquitin-specific protease 3 (UBP3)  0.74 

 AT2G26860 F-box family prot.  0.79 

 AT2G46500 ubiquitin family prot. 0.79 

 AT4G05260 ubiquitin family prot.  0.81 

 AT1G76920 F-box family prot. (FBX3)  0.95 

j AT4G24210 F-box family prot. (SLEEPY1)  0.97 

 AT3G05530 26S proteasome AAA-ATPase s.u. (RPT5a)  0.98 

 AT3G06240 F-box family prot.  1.07 

 AT2G36090 F-box family prot.  1.08 

 AT3G63220 kelch repeat-containing F-box family prot.  1.10 

 AT4G03510 prot. binding / ubiquitin-prot. ligase/ zinc ion binding (RMA1) 1.14 

 AT5G18780 F-box family prot.  1.15 

 AT5G50870 ubiquitin-conjugating enzyme (UBC27) 1.20 

 AT2G01150 prot. binding / ubiquitin-prot. ligase/ zinc ion binding (RHA2B) 1.20 

 AT5G02880 ubiquitin-prot. ligase (UPL4)  1.20 

 AT2G21950 SKP1 interacting partner 6 (SKIP6)  1.30 

 AT1G21720 20S proteasome beta s.u. C1 (PBC1)  1.30 

 AT4G38600 ubiquitin-prot. ligase (KAK) 1.33 

 AT1G27340 F-box family prot.  1.38 

 AT3G23880 F-box family prot.  1.46 

j AT2G25490 EIN3-binding F-box prot. 1 (EBF1) 1.46 

 AT2G30100 ubiquitin family prot.  1.47 

 AT1G26930 kelch repeat-containing F-box family prot.  1.59 

 AT3G27150 kelch repeat-containing F-box family prot.  1.62 

i AT2G33770 ubiquitin-prot. ligase (PHO2) 1.62 

 AT1G29150 non-ATPase s.u. 9 (ATS9)  1.65 

 AT1G30090 kelch repeat-containing F-box family prot.  1.66 

 AT5G27750 F-box family prot.  1.70 
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 AT5G25760 prot. binding / ubiquitin-prot. ligase (PEX4) 1.73 

 AT1G74510 kelch repeat-containing F-box family prot.  1.74 

 AT5G19990 26S proteasome AAA-ATPase s.u. (RPT6A)  2.38 

e Signal transduction: 17 genes 

 AT1G19050 two-component response regulator (ARR7)  -1.13 

 AT1G03060 WD/BEACH domain protein -1.01 

 AT3G08510 phosphoinositide-specific phospholipase C (PLC2)  -0.83 

 AT5G19010 mitogen-activated prot. kinase, put. / MAPK, put. (MPK16)  -0.79 

f AT3G22170 far-red elongated hypocotyls 3 (FHY3) -0.74 

 AT2G31680 Rab GTPase homolog A5d  -0.71 

 AT1G58230 WD-40 repeat family prot. / beige-related  -0.64 

 AT1G03440 leucine-rich repeat family prot.  -0.62 

 AT1G33610 leucine-rich repeat family prot.  0.63 

 AT4G35950 Rac-like GTP-binding prot. (ARAC6)  0.81 

a AT1G10210 mitogen-activated prot. kinase / MAPK (MPK1)  1.30 

 AT3G56070 cyclosporin A binding (ROC2) 1.45 

 AT3G26030 protein phosphatase type 2A regulator 1.55 

h AT1G71400 disease resistance family prot. / LRR family prot. (RLP12) 1.63 

 AT2G42880 mitogen-activated prot. kinase (MPK20)  1.69 

 AT3G29350 Histidine phosphotransfer kinase (AHP2)  1.72 

 AT2G16600 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase/cyclophilin/(ROC3) 2.01 

f Transcription factors: 34 genes 

 AT3G55980 zinc finger (CCCH-type) family prot. (SZF1) -1.35 

h AT1G80840 WRKY family transcription factor (WRKY40) -1.02 

 AT1G18860 WRKY family transcription factor (WRKY61)  -0.92 

 AT4G26640 WRKY family transcription factor (WRKY20) -0.82 

e AT3G22170 Far-red elongated hypocotyls 3 (FHY3) -0.74 

j AT3G04580* Ethylene receptor (EIN4)  -0.73 

a AT5G62000 auxin response factor1 Binding prot. (ARF2) -0.68 

 AT3G04670 WRKY family transcription factor (WRKY39) -0.67 

 AT2G03340 WRKY family transcription factor (WRKY3) -0.66 

 AT5G41410 homeodomain prot. (BEL1)  -0.65 

a AT2G28350 auxin response factor 10 (ARF10) 0.86 

aij AT3G47600 myb family transcription factor (MYB94)  1.05 

 AT2G28160 DNA binding / transcription factor (FRU) 1.09 

 AT5G08520 myb family transcription factor  1.13 

 AT2G24260 basic helix-loop-helix (bHLH) family prot.  1.15 

 AT5G22890 zinc finger (C2H2 type) family prot.  1.17 

j AT2G40220 abscisic acid-insensitive 4 (ABI4)  1.18 

 AT1G53910 AP2 domain-containing prot. RAP2.12 (RAP2.12)  1.20 

 AT1G53320 phosphoric diester hydrolase/ transcription factor. (TULP7)  1.31 

j AT2G35940 homeodomain-containing prot. (BLH1) 1.39 

 AT5G09750 DNA binding / transcription factor (HEC3) 1.44 

h AT2G24570 WRKY family transcription factor (WRKY17) 1.45 

a AT4G29080 auxin-responsive AUX/IAA family prot. (IAA27) 1.51 

 AT1G25280 phosphoric diester hydrolase/ transcription factor (TLP10) 1.53 

 AT3G46640 myb family transcription factor (PCL1) 1.55 

 AT5G25810 AP2 domain-containing transcription factor TINY (TINY)  1.65 

 AT3G60530 zinc finger (GATA type) family prot.  1.76 

a AT5G65670 indoleacetic acid-induced prot. 9 (IAA9)  1.78 

 AT1G50600 scarecrow-like transcription factor 5 (SCL5)  1.79 

a AT3G04730 indoleacetic acid-induced prot. 16 (IAA16)  1.94 

j AT5G07580* Ethylene-responsive element-binding family prot.  2.16 
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a AT2G33310 indoleacetic acid-induced prot. 13 (IAA13)  2.17 

 AT1G13260 DNA-binding prot. RAV1 (RAV1)  2.19 

g AT4G36990 heat shock factor prot. 4 (HSF4) 2.59 

g Heat shock proteins: 6 genes 

 AT2G29500 17.6 kDa class I small heat shock prot. (HSP17.6B-CI)  -0.91 

 AT5G15450 Casein Lytic proteinase B3 (CLPB3) -0.76 

 AT1G18700 DNAJ heat shock N-terminal domain-containing prot.  -0.70 

f AT4G36990 heat shock factor prot. 4 (HSF4) 2.59 

 AT5G42020 luminal binding prot. 2 (BIP2)  4.55 

 AT3G09440 heat shock cognate 70 kDa prot. 3 (HSC70-3) (HSP70-3)  4.63 

h Resistance (R) and other defence-associated genes : 14 genes 

f AT1G80840 WRKY family transcription factor (WRKY40) -1.02 

 AT4G19500 disease resistance prot. (TIR-NBS-LRR class), put.  -0.86 

 AT1G61100 disease resistance prot. (TIR class), put.  -0.86 

 AT5G22690 disease resistance prot. (TIR-NBS-LRR class), put.  -0.84 

 AT4G12010 disease resistance prot. (TIR-NBS-LRR class), put.  -0.78 

 AT5G51630 disease resistance prot. (TIR-NBS-LRR class), put.  -0.70 

 AT1G27170 disease resistance prot. (TIR-NBS-LRR class), put.  -0.66 

 AT5G38850 disease resistance prot. (TIR-NBS-LRR class), put.  -0.65 

i AT3G48090 disease resistance prot. (EDS1)  -0.61 

 AT5G47120 Bax inhibitor-1 (BI-1) put. 0.90 

 AT3G13650 disease resistance response prot.  1.05 

f AT2G24570 WRKY family transcription factor (WRKY17) 1.45 

 AT2G28670 disease resistance-responsive family prot. / fibroin-related  1.52 

e AT1G71400 disease resistance family prot. / LRR family prot. (RLP12) 1.63 

i Response to biotic or abiotic stress and JA biosynthesis: 24 genes 

 AT5G42650 AOS / hydroperoxide dehydrase / cyt. P450 74A (CYP74A)  -0.84 

 AT4G02260 RelA/SpoT prot., put. (RSH1)  -0.77 

 AT5G64930 CPR5 protein  -0.73 

 AT5G04230 phenylalanine ammonia-lyase 3 (PAL3) -0.69 

c AT1G04120 ABC transporter family prot. (MRP5) -0.61 

h AT3G48090 disease resistance prot. (EDS1)  -0.61 

 AT5G18100 copper/zinc superoxide dismutase (CSD3) 0.76 

 AT4G26010 peroxidase, put. 1.00 

afj AT3G47600 myb family transcription factor (MYB94)  1.05 

 AT5G64100 peroxidase, put. 1.25 

 AT1G44970 peroxidase, put. 1.52 

d AT2G33770 ubiquitin-prot. ligase (PHO2) 1.62 

a AT2G46370 jasmonate resistant 1 (JAR1) 1.80 

 AT1G05250 peroxidase, put. 1.81 

 AT4G36430 peroxidase, put. 1.85 

 AT5G67400 peroxidase 73 (PER73) (PRXR11) 1.97 

 AT3G49960 peroxidase, put.  2.17 

 AT3G61060 phloem protein (AtPP2-A13) 2.17 

 AT4G21790 tobamovirus multiplication protein 1 (TOM1) 2.57 

c AT1G59870 ABC transporter family prot. (PEN3) 2.73 

 AT2G37040 phenylalanine ammonia-lyase 1 (PAL1)  3.08 

 AT2G02180 tobamovirus multiplication protein 3 (TOM3) 3.14 

 AT5G17820 peroxidase 57 (PER57) (PRXR10) 3.39 

 AT2G30490 trans-cinnamate 4-monooxygenase (C4H) 3.64 

j Other hormone signaling : 9 genes 

f AT3G04580* ethylene receptor (EIN4)  -0.73 

d AT4G24210 F-box family prot. (SLEEPY1) (gibberellic acid regulation) 0.97 
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afi AT3G47600 myb family transcription factor (MYB94)  1.05 

f AT2G40220 abscisic acid-insensitive 4 (ABI4)  1.18 

 AT3G63150 GTP-binding prot.-related  1.27 

f AT2G35940 homeodomain-containing prot. (BLH1) 1.39 

d AT2G25490 EIN3-binding F-box prot. 1 (EBF1) 1.46 

f AT5G07580* ethylene-responsive element-binding family prot.  2.16 

a AT1G25490 prot. phosphatase 2A (PP2A) regulatory s.u. (RCN1) 2.27 

Prot., protein; put., putative; s.u., subunit; * genes whose mRNA levels were outside ± 0.22 SD (refer 

to text for details). 
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Table 2: P25 protein-dependant gene expression modifications detected by comparing 10-day-old 

(10d) and 17-day-old (17d) plants from wild-type (WT) and transgenic A. thaliana 35S::P25B (B) 

lines. Comparison between CATMA microarray expression values (%B/%WT, Log2 ratio) and qRT-

PCR expression ratios (%%CT(17d)/%%CT(10d), fold changes). * expression ratio corresponding to W 

vector in microarray scheme (Figure 6c). ** expression ratio corresponding to Z vector in microarray 

scheme (Figure 6c). 
#
 genes whose mRNA levels were outside ± 0.22 SD. 

 
Microarray 

Log ratios 

qRT-PCR 

Fold change 

 

Acc. Number 

Gene name WT 

17d/10d* 

B 

17d/10d** 

 

%B/%WT 

%%CT 

(10d) 

%%CT 

(17d) 

%%CT(17d)- 

%%CT(10d) 

AT5G62000 

ARF2 
-0.54 -1.21 -0.68 1.1 0.4 -0.7 

AT1G62980 

EXP18 
0.32 1.89 1.57 0.44 1.91 1.47 

AT1G12560 

EXP7 
0.20 1.72 1.51 0.23 1.82 1.59 

AT3G04730 

IAA16 
-1.23 0.71 1.94 0.26 1.05 1.59 

AT2G42750 
#
 

DnaJHSP 
0.10 -0.8 -0.92 0.83 0.35 -0.48 

AT1G25490 

RCN1 
-0.52 1.74 2.27 0.05 1.12 1.07 

AT5G45060 
#
 

TIR-NBS-LRR 
-0.76 -1.25 -0.49 1.35 0.33 -1.02 

AT1G43690 
#
 

Ubi. inter. 
-0.91 2.24 3.16 0.01 6.06 6.05 

AT1G12040 
#
 

LRX1 
-0.52 -0.94 -0.41 1.78 0.76 -1.02 

AT1G14200 
#
 

Zinc finger 
1.48 1.96 0.48 2.12 3.91 1.79 

AT2G40010 
#
 

RPP0A 
-0.42 2.79 3.22 0.39 3.65 3.26 

AT3G28860 
#
 

ABCB19 
-1.39 1.43 2.82 0.02 0.55 0.53 
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Table 3: List of candidate genes up- or down-regulated in common in the three independent lines B, E and T of A. thaliana p25 protein-expressing plants, 

comparing the three columns B/WT, E/WT, T/WT. All CATMA microarray comparisons are detailed here and all expression values are indicated as Log ratio 

(Log2 data). Such genes were found in other A. thaliana transcriptome analyses similarly up-regulated upon treatments specified in the last column. (a) TMV 

infection, (b) LPS-, flg22-, or hairpin-induced stresses, (c) SA and MeJA treatments, (d) MeJA treatment, (e) ethylene treatment, (nd) not determined. 

 

N° 

 

Acc. number 

 

Gene description 

 

GO classification 

B/WT 

(10d) 

B/WT 

(17d) 

E/WT 

(17d) 

T/WT 

(17d) 

WT 

(17d/10d

) 

B 

(17d/10d

) 

%B/%WT 

 

Other 

profiles 

1 AT3G55910 expressed protein unknown 2,13 1,12 1,10 0,55 0,01 -0,88 -0,89 a,d 
2 AT3G30720 Qua-quine starch (QQS) starch biosynthetic process -0,57 -1,41 -1,27 -1,40 0,69 0,00 -0,69 nd 
3 AT3G55920 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, cyclophilinprotein folding 3,57 4,36 4,06 3,67 0,01 0,73 0,73 c 

4 AT1G07740 
pentatricopeptide (PPR) repeat-containing 

protein  
unknown -0,90 0,92 0,94 0,99 -0,35 1,12 1,47 d 

5 AT1G12560 expansin (EXP7)  cell wall modification during cell expansion -0,53 0,91 0,81 1,12 0,20 1,72 1,51 d 
6 AT1G62980 expansin (EXP18)  cell wall modification during cell expansion -0,49 1,12 1,13 0,88 0,32 1,89 1,57 d 
7 AT5G15120 expressed protein  unknown -0,69 0,79 0,78 1,76 1,43 3,05 1,63 a 
8 AT1G05250 putative peroxidase response to oxidative stress -0,96 0,74 0,76 1,31 0,06 1,87 1,81 - 

9 AT5G07580 
ethylene-responsive element-binding family 

protein  
regulation of transcription, DNA-dependent -0,70 1,06 0,71 1,15 -0,19 1,96 2,16 a,d 

10 AT1G02140 mago nashi family protein  sex determination -1,50 0,76 0,77 1,30 -0,21 2,23 2,44 a,d,c,e 
11 AT5G64460 expressed protein  unknown -1,98 0,88 0,80 1,20 -0,49 2,29 2,78 d 
12 AT5G19120 aspartic-type endopeptidase proteolysis -1,63 1,32 1,27 1,79 -0,64 2,15 2,79 a,d,c,e 

13 AT1G70330 
equilibrative nucleoside transporter family 

protein  
transport -1,84 0,99 0,89 1,91 -0,65 2,36 3,02 d 

14 AT4G34290 
SWIB complex BAF60b domain-containing 

protein  
unknown -2,12 0,94 0,78 2,11 -0,52 2,51 3,03 b 

15 AT2G02180 tobamovirus multiplication protein 3 (TOM3)  
viral replication complex formation and 

maintenance 
-2,07 1,17 0,91 1,10 -0,40 2,74 3,14 a,b,d 

16 AT2G46930 putative pectinacetylesterase carboxylesterase activity -1,57 0,84 0,79 1,66 -0,07 3,08 3,15 a,d 
17 AT2G40010 60S acidic ribosomal protein P0 (RPP0A)  translational elongation -2,28 1,18 0,77 1,68 -0,43 2,79 3,22 d 

18 AT2G10410 
SADHU non-coding retrotransposon, 

SADHU1-1 
unknown -1,92 1,26 1,32 2,11 -0,43 3,34 3,77 - 
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Table 4: List of primers used in this study 

Acc. number  Gene name Forward primer Reverse primer 

 P25a 5’-GTGGCCGTCCATGGGTGATATATTAG-3’ 5’-TTTTCTAGACTAATCATCATCATCAACACC-3’ 

 P25b 5’-AGCTGAATTCGCGGATCCTACCAGACTCGACAG-3’ 5’-AGATGTCGACTCAAGGATCCGCAACAAAGCGCC-3’ 

 P25c 5’-AGCTGAATTCGCGGATCCTACCAGACTCGACAG-3’ 5’-AAAATCTAGACTAATCATCATCATCAACACCGTCAG-3’ 

 T-DNA/P25d 5’-CGACTGTCTTTCGTGGTCCTGG-3’ (P25:428-449) 5’-GCCATCGCCCTGATAGACG-3’ (Rev35S Prom) or 

5’-AAGCGTCAATTTGTTTACACCAC-3’ (Rev T-DNA LB) 

AT3G18780 ACT2e 5’-GCACCCTGTTCTTCTTACCG-3’ 5’-AACCCTCGTAGATTGGCACA-3’ 

 GFPe 5’-AGCAGAACACCCCCATCG-3’ 5’-CGGTCACGAACTCCAGCAG-3’ 

AT1G06910 TRFL7 5’-GAGCCTCTTAGATACTGAACTGGAAAGACC-3’ 5’-AAAGCTTTCATTAGCTCGATTTTACTAGCTCTCA-3’ 

AT5G62000 ARF2 5’-GGGAACTGCAGGCTCTTTGGCATT-3’ 5’-TCGTTTGTTGATTTTGACCCTTTTGA-3’ 

AT1G62980 EXP18 5’-TGAGCACAGCCCTGTTCAACGA-3’ 5’-CGTGGCGGATTACACCATCCA-3’ 

AT1G12560 EXP7 5’-TACTCTGGAAAATCAACAGTGGTCACA-3’ 5’-AACTGGGATGATACCGGCCCTCCA-3’ 

AT3G04730 IAA16 5’-GGCCACGGAGCTGAGATTAGGG-3’ 5’-CGACCTTCTCCTTCATATTCTCTAAATCG-3’ 

AT2G42750 DnaJHSP 5’-AGGAAGAAGTACAAGAACGAGCACAGC-3’ 5’-TATAAGTGATTTCTGTCTATGGTTTCAGTTGTCTCC-3’ 

AT1G25490 RCN1 5’-CAAGGTTGCACTGATGTGTTGAAGA-3’ 5’-CATCGAACATAGTCATGATCTCAGCAA-3’ 

AT5G45060 TIR-NBS-LRR 5’-CGTGAAGTGAACCACCGAACTCACA-3’ 5’-TCCTTCTGGAGCAATTGGTGTTCT-3’ 

AT1G43690 Ubi. inter. 5’-GGAGGCGAAATCTCGTCGGTTG-3’ 5’-CCCAAACAAGATCCCACAACTTCC-3’ 

AT1G12040 LRX1 5’-TCCTACGTCCTACTTTCCACCGATGC-3’ 5’-CACACAAATTAAAGTCTCGCAGCCAAA-3’ 

AT1G14200 Zinc finger 5’-AGCTTTAGCCGCCAGAGAAGACGA-3’ 5’-GACTTCAACGCCGGCGACCT-3’ 

AT2G40010 RPP0A 5’-TCCAACCAAGTTTGCAGTTGCAGTG-3’ 5’-GGAAAGGCTGGCAAAAGATAAGACG-3’ 

AT3G28860 ABCB19 5’-TCAATCATGGGAGCAGTAGGCTCA-3’ 5’-CCCACAGCATAGAGACCAGCACCA-3’ 

a 
primers used for cloning of the p25 protein-coding nucleotide sequence in binary vector. 

b 
primers used to generate radiolabeled probes needed for Southern hybridization of AccI digested 

DNA fragments. 
c 

primers used to generate radiolabeled probes needed for Southern hybridization of BamHI digested 

DNA fragments. 
d 
primers used for the identification of T-DNA insertion by iPCR on transgenic P25 protein-expressing 

A. thaliana plants. 
e 
primers used for qRT-PCR analyses on DR5::GFP and DR5::GFPx35S::P25 plants. 
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Legend to figures: 

 

Figure 1: Ectopic expression of the p25 protein in sugar beet leads to leaf yellowing. (a) Leaves of 

sugar beets (B. vulgaris) were infiltrated with a suspension of A. tumefaciens containing binary vector 

expressing the BWYV-silencing suppressor P0 (pBin-P0) mixed with A. tumefaciens carrying empty 

binary vector on the left part of the leaves (pBin empty) or with A. tumefaciens carrying p25 protein-

expressing binary vector on the right part of the leaves (pBin-P25). One of the most representative 

leaves is presented at 6 days post infiltration (b) Detection of the p25 protein expression by western 

blot (WB) within infiltrated leaf tissues. Total protein load is presented (MS). 
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Figure 2: Independent monocopy lines of A. thaliana transgenic plants express comparable amounts 

of functional p25 proteins. (a) Comparison of p25 protein expression between three transgenic lines 

35S::P25B, 35S::P25E and 35S::P25T. Serial dilutions (1:1, 1:2, 1:4 and 1:8) of protein samples 

extracted from 20 µg of leaf tissues of each group of plants were loaded on SDS-PAGE (MS) and 

analyzed by western blot (WB). Protein samples from wild-type Col-0 A. thaliana plants (WT) were 

used as negative control. (b) TEM visualization of the subcellular localization of the p25 protein 

expressed in transgenic tissues after immunogold labeling. Control A. thaliana plants displayed few 

randomly positioned gold particles whereas p25 protein-expressing plants (35S::P25E) presented gold 

labeling in the nucleus and in the cytoplasm. Bar: 500 nm. (c) Comparison of p25 protein-encoding 

mRNA contents between three transgenic lines 35S::P25B, 35S::P25E and 35S::P25T. Total RNAs 

were extracted from 20 µg of leaf tissues, separated on denaturating gels and visualized by Ethidium 

bromide staining (EtBr). P25 protein-encoding mRNAs and siRNAs were analyzed by northern blot 

(NB). Wild-type Col-0 A. thaliana plants (WT) were used as negative control. 
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Figure 3: Ectopic expression of the p25 protein in A. thaliana induces a dominant root branching 

phenotype. (a) Under identical sterile conditions, transgenic plants expressing constitutively the p25 

protein (35S::P25B, 35S::P25E and 35S::P25T) display higher number of rootlets when compared to 

wild-type Col-0 plants (WT). (b) Heterozygotous plants expressing the p25 protein 

DR5::GFPx35S::P25B (DR5xB), DR5::GFPx35S::P25E (DR5xE) and DR5::GFPx35S::P25T 

(DR5xT) conserved a root branching dominant phenotype as well as homozygotous lines 35S::P25B 

(B), 35S::P25E (E) and 35S::P25T (T). DR5::GFP plants (DR5) were used as negative control. (c) 

Detection of the p25 protein expression by western blot (WB) within protein samples extracted from 

leaves of heterozygotous plants (DR5::GFPx35S::P25B, DR5::GFPx35S::P25E and 

DR5::GFPx35S::P25T). 
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Figure 4: P25 protein-expressing transgenic A. thaliana plants are more susceptible to 2,4-

dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and resistant to methyl jasmonate (MeJA). Five-day-old seedlings 

were transferred on vertical MS media supplemented or not with increasing amounts of 2,4-D or 

MeJA and roots of twenty seedlings per condition were measured after 6 days of growth. Root 

elongation of the three transgenic lines 35S::P25B (B), 35S::P25E (E) and 35S::P25T (T) was 

compared to wild-type Col-0 plants (WT). (a, c) Box plot representation of root length (mm) at distinct 

hormone concentrations of 2,4-D (a, up to 200 nM) or MeJA (c, up to 10 µM). This representation 

allows the visualization of the data dispersion. Stars correspond to outliers. (b, d) Representation of 

root growth inhibition percentage at distinct concentrations of 2,4-D (b) or MeJA (d). Root growth 

inhibition values for each group of plants are mean values. 
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Figure 5: Expression of the p25 protein allows germination of A. thaliana plants in non-permissive 

conditions. Seeds from wild-type Col-0 plants (WT) and p25 protein-expressing transgenic lines 

(35S::P25B, 35S::P25E and 35S::P25T) were sowed on control media (MS) or media containing 

MeJA (100 µM), SA (400 µM), ABA (300 nM) or ACC (50 µM). Seed germination and plant growth 

were compared after 14 days. 
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Figure 6: Presentation of transcript profiling experiments comparing roots of wild-type A. thaliana 

plants (WT) and p25 protein-expressing transgenic 35S::P25B (B), 35S::P25E (E) and 35S::P25T (T) 

lines after 10 days (10d) or 17 days (17d) of sterile growth. (a) Picture and scheme of plant 

distribution on MS media followed to standardize growth conditions of wild-type and transgenic 

seedlings. (b) Scheme of hybridization planning of the two-colour microarray analyses. (c) 

Circularization of the expression ratios (X+Z-Y-W) comparing wild-type plants (WT) and 35S::P25B 

plants (B) after 10 days (10d) and 17 days (17d) provides theoretically a zero value . Calculation with 

the entire set of 3428 differentially deregulated genes provides a mean value equal to -0.03 with a 

standard deviation (SD) of 0.22. 
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Figure 7: Functional GO biological process categorization of differentially regulated genes in roots of 

the transgenic 35S::P25B plants. Only genes with a differential expression equal to or higher than 0.61 

or -0.61 were included in the analysis, resulting in 1363 candidate genes (1067 up-regulated and 296 

down-regulated). 
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Figure II.4. : Création et caractérisation des lignées pER8::p25. A. Représentation schématique 

du vecteur binaire pER8. La séquence codant pour p25 clonée entre les sites XhoI et SpeI est placée 

sous le contrôle de l’opérateur LexA. La protéine de fusion LexA-VP16-hER est fonctionnelle 

uniquement en présence d’œstradiol, et permettra la transcription du gène d’intérêt. L’expression du 

gène d’intérêt dans les plantes transgéniques obtenues, résistantes à l’hygromycine grâce au gène 

Hpt sera induite par l’œstradiol ajouté au milieu. Des plantes d’une même lignée peuvent être 

comparées entre elles. B. Vérification de la présence du gène de la protéine p25 par amplification 

par PCR sur l’ADN extrait des différentes plantes résistantes à l’hygromycine, obtenues par 

transformation avec les vecteurs pER8::p25 et pER8 (vecteur vide). C. Conditions d’induction à

l’œstradiol testées sur les lignées sélectionnées. Les plantes produites sur un milieu sans œstradiol 

sont repiquées 11 ou 21 jours après germination sur des milieux contenant différentes 

concentrations d’œstradiol, durant 6 à 72h. D. Analyse sur gel d’agarose des produits obtenus par 

RT-PCR ciblant le gène p25 effectuées sur les ARN extraits des plantes de 21 jours induites 72h à

10 µM d’oestradiol (panneau du haut). Analyse par western-blot de la présence de la protéine p25 

dans les plantes transgéniques induites (panneau du bas). 

Les témoins T+ et T- correspondent à l’amplification par PCR des vecteurs pER8::p25 et pER8, 

respectivement.
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2.2. Création de lignées d’A. thaliana exprimant la protéine p25 de 

manière inductible 

Les résultats CATMA obtenus précédemment correspondent à des dérégulations de gènes dont 

l’expression est affectée dès la germination puisque la protéine p25 y est exprimée constitutivement. 

Dans le but d’identifier les gènes précocement dérégulés par la protéine virale, nous avons créé des A. 

thaliana exprimant la protéine p25 sous contrôle d’un promoteur inductible à l’œstradiol. Le vecteur 

binaire choisi, nommé pER8 contient un T-DNA renfermant le gène Hpt qui confère une résistance 

des plantes à l’hygromycine, un gène qui code une protéine de fusion LexA-VP16-hER sous contrôle 

d’un promoteur constitutif, et une cassette de clonage permettant l’insertion d’un gène à exprimer sous 

contrôle du promoteur inductible de type LexA (figure II.4.A.) (Zuo et al., 2000). La protéine de 

fusion produite se lie à l’opérateur LexA et VP16 permet l’activation de la transcription du gène sous 

contrôle de l’opérateur LexA seulement si une molécule d’œstradiol se fixe au domaine hER. La 

séquence codant pour la protéine p25 a été introduite en aval du promoteur inductible dans ce vecteur 

pER8, menant à l’obtention de la construction pER8::p25. Une telle approche permet l’obtention puis 

la comparaison de plantes induites ou non induites, provenant de la même lignée. Ainsi, il est possible 

d’effectuer une cinétique d’expression des ARN de la plante, permettant de suivre la dérégulation des 

gènes à des temps très précoces, et de manière progressive. En parallèle, une construction témoin a été 

produite en introduisant le gène codant pour l’eGFP sous contrôle du promoteur inductible. 

 

Plusieurs lignées d’A. thaliana résistantes à l’hygromycine ont été obtenues. Les lignées 13, 14, 15, 

23, 25 et 26 renferment le gène codant pour p25 car elles sont positives au génotypage par PCR 

(figure II.4.B.). Ces plantes ont été caractérisées pour rechercher l’expression du messager de p25 et 

de la protéine virale. Pour cela nous avons fait germer des graines sur un milieu non inducteur, puis 

repiqué les plantules sur un nouveau milieu afin de les soumettre à différentes conditions d’induction, 

incluant plusieurs paramètres contrôlés : 1) les concentrations en œstradiol (de 0 à 200 µM), 2) la 

durée d’induction (de 6h à 72h) et 3) le stade des plantes (de 11 à 21 jours post-germination) (figure 

II.4.C.). Nous avons ensuite procédé à la recherche de l’expression du transgène par RT-PCR sur les 

ARN extraits des plantes positives au génotypage et induites à l’œstradiol. Les résultats obtenus sont 

présentés dans la figure II.4.D. (panneau du haut). Un signal est visualisé pour chaque lignée 

transformée par pER8::p25, mais pas dans le cas de la lignée 11 qui a été transformée par le vecteur 

pER8. Ces résultats indiquent que chaque lignée pER8::p25 exprime l’ARN messager de la protéine 

p25. Nous avons ensuite recherché par western-blot la présence de la protéine p25 par une analyse des 

protéines totales extraites des plantes induites. Toutes les conditions d’induction citées précédemment 

ne sont pas présentées, puisque tous les tests ont produit les mêmes résultats. Si la protéine p25 est 

détectée dans la piste témoin, aucun signal spécifique n’est visible dans les pistes correspondant aux 
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Figure II.5. : Vérification de l’efficacité de la construction pER8::p25. A. Infiltration de 

feuilles de N. benthamiana avec les constructions pER8::GFP ou pER8::p25 supplémentées de 

concentrations croissantes d’œstradiol. La visualisation de l’expression de la GFP est effectuée 

sous UV (panneaux de gauche). L’expression de la protéine p25 est recherchée par western-blot à

l’aide d’un anticorps polyclonal. B. Infiltration de feuilles d’A. thaliana EFR1, compatibles à

l’agroinfiltration, avec les constructions pER8::GFP ou pER8::p25 en présence de concentrations 

croissantes d’œstradiol. Les pistes GFP et p25 correspondent aux protéines extraites de lésions 

prélevées de feuilles infectées par les ARN-1, -2, additionnés du rep3-GFP ou de l’ARN-3 du 

BNYVV, respectivement. L’expression des protéines GFP et p25 est recherchée par western-blot à

l’aide d’anticorps spécifiques (panneau du haut et du bas, respectivement).
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lignées transgéniques pER8::p25 (figure II.4.D., panneau du bas). La bande située légèrement plus 

haut correspond à du bruit de fond, puisqu’elle est également retrouvée dans la lignée 11 qui ne 

possède pas le gène de la protéine virale. Ainsi, la protéine p25 n’est pas détectée dans ces lignées 

transgéniques induites malgré l’expression de son messager. Nous avons voulu comprendre ce 

phénomène en vérifiant l’efficacité de la construction dans un autre système qu’A. thaliana. 

 

Pour cela, des feuilles de N. benthamiana ont été infiltrées par des agrobactéries renfermant les 

constructions pER8::p25 ou pER8::GFP en présence de concentrations croissantes en œstradiol. 

L’expression des protéines a été vérifiée par observation des feuilles sous lumière UV et par western-

blot pour les protéines GFP et p25, respectivement.  

La coloration rouge observée sur la feuille de N. benthamiana infiltrée par pER8::GFP sans œstradiol 

correspond à la fluorescence de la chlorophylle à cette longueur d’onde (figure II.5.A., photo du 

haut). En présence de 16 µM d’œstradiol, la fluorescence verte est nettement visible 4 jours post-

infiltration (figure II.5.A., photo du bas). Ce résultat indique que la coinfiltration des agrobactéries 

avec l’œstradiol permet l’expression transitoire des protéines contrôlées par le promoteur inductible du 

T-DNA. 

Nous avons alors recherché la présence de la protéine p25 dans les protéines totales extraites des 

plantes infiltrées par les agrobactéries pER8::p25 et l’œstradiol. Les extraits protéiques ont été 

analysés par western-blot à l’aide d’un anticorps dirigé contre p25. Les pistes correspondant aux 

concentrations de 0 et 4 µM d’œstradiol ne montrent pas de signal, alors que des bandes spécifiques 

apparaissent en présence de concentrations de 8 et 16 µM d’œstradiol (figure II.5.A., droite). Nous 

avons donc conclu que la construction pER8::p25 est fonctionnelle, car elle est capable de diriger 

l’expression de la protéine p25 en présence de concentrations adéquates d’inducteur. Il faut préciser 

que pER8::GFP et pER8::p25 produisent des ARNm dont les séquences UTR sont identiques. 

 

Les mêmes expériences de coinfiltration ont été réalisées sur des feuilles d’A. thaliana efr1, dont la 

mutation du gène EFR les rend compatibles à l’agroinfiltration (Zipfel et al., 2006). Cette fois-ci, la 

GFP et la protéine p25 ont toutes deux été recherchées par western-blot dans les extraits protéiques des 

plantes infiltrées. L’anticorps dirigé contre la GFP permet la visualisation de bandes spécifiques dans 

les pistes correspondant aux feuilles coinfiltrées par pER8::GFP en présence de 10 et 20 µM 

d’œstradiol (figure II.5.B., panneau du haut). Le signal observé avec 20 µM d’œstradiol est 

beaucoup plus fort que celui où seuls 10 µM d’œstradiol ont été infiltrés. 

L’utilisation d’un anticorps dirigé contre la protéine p25 permet la détection de la protéine dans la 

piste correspondant au témoin (plante infectée), alors qu’aucun signal n’a pu être visualisé dans les 

feuilles infiltrées par pER8::p25, quelle que soit la concentration en œstradiol utilisée (figure II.5.B., 

panneau du bas). 
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Figure II.6. : Analyse de lignées de N. tabacum obtenues par transformation avec le vecteur 

binaire 35S::p25. A. Analyse par western-blot du taux d’expression de la protéine p25 des 

différentes lignées 35S::p25 obtenues. Le panneau du haut correspond aux signaux obtenus avec 

l’anticorps dirigé contre la protéine p25. Le panneau du bas correspond à la coloration de la 

membrane au bleu de commassie, permettant la visualisation des protéines totales. Les pistes 

encadrées en rouge représentent les trois lignées choisies pour l’analyse de la vitesse de croissance 

des plantes. B. Graphique représentant la taille moyenne des tiges des plantes (en cm) des trois 

lignées, analysées 50 jours après repiquage en terre.
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La protéine GFP est retrouvée à la fois chez N. benthamiana et chez A. thaliana infiltrées. Ces 

résultats indiquent que la méthode de coinfiltration est efficace chez ces deux hôtes. Pourtant, la 

protéine p25 est retrouvée uniquement chez N. benthamiana. Nous avons montré que le promoteur est 

efficace dans A. thaliana puisque nous détectons la GFP et le messager de p25. Cela semble indiquer 

que la protéine p25 est exprimée de la même façon dans les deux plantes, mais qu’elle ne s’accumule 

pas en quantité suffisante pour permettre sa détection. Ainsi, il est probable que la demi-vie de la 

protéine p25 soit plus courte chez A. thaliana que chez N. benthamiana. Dans les plantes 

transgéniques, la dégradation de p25 expliquerait l’absence de détection par western-blot. Cette 

hypothèse permettrait aussi d’expliquer la faible accumulation de la protéine dans les A. thaliana 

transgéniques l’exprimant de manière constitutive (35S::p25). 

Ainsi, le projet d’effectuer une analyse transcriptomique comparative par l’utilisation de plantes 

induites vs non induites n’a donc pas été poursuivi en raison de l’absence de détection de la protéine. 

 

2.3. Transgenèse de N. tabacum 

Le phénotype dominant de croissance et de floraison rapide observé sur A. thaliana exprimant la 

protéine p25 nous a semblé intéressant et nous avons cherché à savoir s’il pouvait être transposé à 

d’autres plantes d’intérêt horticole ou agronomique. Nous avons donc entrepris la transformation 

d’autres plantes afin d’analyser l’effet de la protéine p25 sur la croissance accélérée des végétaux. 

 

Pour cela, nous avons utilisé la méthode de transformation par callogenèse. Cette méthode consiste à 

transformer des cellules par l’intermédiaire d’A. tumefaciens. Les cellules végétales, totipotentes sont 

capables de se diviser sous formes de cals et sont sélectionnées grâce à l’utilisation d’antibiotiques. 

Des plantules sont régénérées à partir des cals suite à l’action d’hormones végétales. 

Ainsi, 12 N. tabacum 35S::p25, 4 N. tabacum pER8::p25 et 2 N. benthamiana 35S ::p25 ont été 

obtenues. Aucun transformant N. benthamiana pER8::p25 n’a été obtenu. 

Nous avons privilégié la recherche directe de la protéine p25 dans les plantes régénérées. Les protéines 

totales des lignées de N. tabacum T0 35S::p25 ont été analysées par western-blot à l’aide d’un 

anticorps dirigé contre la protéine p25. Si la quantité de protéines totales déposées est équivalente dans 

chaque puits (figure II.6.A., panneau du bas), l’intensité des signaux détectés est variable suggérant 

des expressions différentes de la protéine p25 (figure II.6.A., panneau du haut). Les lignées 10 et 11 

expriment faiblement la protéine p25. A l’inverse, la protéine virale s’accumule très fortement dans les 

lignées 5, 8 et 12. Nous avons choisi d’étudier trois lignées exprimant différentiellement p25 : nous 

avons sélectionné les lignées 10, 3 et 8, dans l’ordre croissant de l’expression de p25 pour déterminer 

s’il existe un lien entre le taux d’expression et les phénotypes observés. 
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Dans le cas des plantes N. tabacum possédant le gène d’intérêt sous contrôle d’un promoteur 

inductible (pER8::p25), nous avons infiltré les feuilles matures de la génération T0 à l’œstradiol. 

Aucune expression n’a pu être visualisée par western-blot, quelle que soit la concentration en 

œstradiol et le moment du prélèvement après infiltration (non montré). 

A l’instar des A. thaliana pER8::p25, les N. benthamiana obtenues n’expriment pas la protéine p25 

que ce soit en condition d’expression constitutive ou inductible. Nous n’avons donc pas poursuivi 

l’étude de ces plantes. 

 

Des graines de N. tabacum provenant des générations T0 des plantes exprimant la protéine p25 ont été 

récoltées et ont servi à produire des plantes de génération T1 que nous avons utilisées pour la suite de 

nos expériences. Toutefois, les plantes T0 n’étant pas homozygotes, la ségrégation du transgène n’est 

pas homogène dans la descendance T1. Nous avons sélectionné les plantules pour leur résistance à 

l’antibiotique et recherché la présence du transgène puis l’expression de la protéine virale pour chaque 

plante T1 obtenue, ceci dans le but d’éviter un délai supplémentaire lié à l’obtention de la génération 

T2. Ainsi, 26 plantes résistantes à la kanamycine issues des graines T0 des plantes N. tabacum 3, 8 et 

10 ont été repiquées sur un nouveau milieu après 21 jours de croissance. Un morceau de feuille a été 

prélevé sur chaque plante afin de réaliser un génotypage par PCR et la recherche de la protéine p25 par 

western-blot (non montré). L’ensemble des plantes positives en PCR présente des expressions de 

protéine p25 variables. Dans le cas de la lignée 10, aucune expression de la protéine p25 n’est détectée 

malgré la forte amplification du transgène par PCR. Un tel résultat peut s’expliquer soit par l’absence 

de transcription du transgène, soit par l’extinction post-transcriptionnelle des messagers codant pour 

p25. Les lignées 8 et 3 permettent l’expression de la protéine p25 à des taux qui semblent corrélés à la 

quantité d’amplicons obtenus lors du génotypage. 

 

Nous avons repiqué en terre 10 plantes de chaque lignée (10, 3 et 8) dans le but de visualiser leur 

vitesse de croissance que nous avons cherché à corréler avec la quantité de protéine p25 exprimée. 

Lors de la mise en terre, une observation du phénotype racinaire n’a pas permis de distinguer des 

différences phénotypiques entre les trois lignées (non montré). Nous avons mesuré la taille des tiges, 

de la base au méristème apical, 50 jours après repiquage en terre. Les dix plantes ont été analysées, et 

les deux mesures extrêmes ont été éliminées. Les moyennes et les écart-types des valeurs obtenues 

sont représentés sur la figure II.6.B.. La lignée 10 présente une taille moyenne de 26 cm, proche de 

celle de la lignée 3 à 24,75 cm. Les plantes de la lignée 8 ont une taille moyenne plus faible, avec 

seulement 18,6 cm. Ces résultats indiquent que chez N. tabacum la protéine p25 induit un retard de 

croissance proportionnel à son taux d’expression. 

 

Pour analyser les 4 lignées pER8::p25, nous avons procédé à une croissance et une induction des 

plantes in vitro. Pour cela, les graines ont été déposées sur un milieu contenant ou non de l’œstradiol 
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Figure II.7. : Analyse des lignées de N. tabacum transformées par le vecteur binaire 

pER8::p25. A. Analyse par western-blot des protéines extraites des feuilles des plantes pER8::p25

induites ou non à l’œstradiol. La bande du haut correspond à un signal aspécifique, et permet de 

quantifier les protéines totales déposées. B. Photographie des N. tabacum pER8::p25 ayant germé

et poussé 21 jours sur milieu gélosé contenant (droite) ou non (gauche) 10 µM d’œstradiol. 

pER8::p25
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(10 µM). Après 21 jours de croissance, des plantules ont été transférées sur un nouveau milieu pour 

réaliser des mesures d’élongation racinaire. Des fragments de feuilles ont été prélevés pour rechercher 

l’expression de la protéine p25 par western-blot. Les résultats obtenus sont résumés sur la figure II.7.. 

Seule la lignée 1 est capable d’exprimer la protéine p25 après induction (figure II.7.A.). Nous avons 

comparé le phénotype de croissance et de branchement racinaire entre les plantules de la lignée 1 

induites et non induites (figure II.7.B.). Aucune différence n’a pu être observée entre les deux 

conditions, ce qui suggère que l’action de la protéine p25 chez N. tabacum est différente de celle 

observée chez A. thaliana. 

 

2.4. Analyse par ChIP des propriétés d'activation de la transcription 

de la protéine p25 

Pour rechercher si la protéine p25 se comporte comme un activateur direct de la transcription (capable 

de reconnaître des séquences promotrices) et identifier la, ou les, séquence(s) spécifique(s) 

reconnue(s) par la protéine, nous avons analysé la capacité de fixation de la protéine directement sur 

l’ADN in vivo. Pour cela, nous avons effectué une analyse par ChIP (Chromatin ImmonuPrecipitation) 

(figure II.8.). Le principe de la technique est de fixer les tissus à l’aide du formaldéhyde afin de créer 

des liaisons covalentes entre les partenaires interagissant et en particulier entre l’ADN et les protéines. 

Ainsi, une protéine facteur de transcription peut se retrouver fixée covalemment à l’ADN. Après 

extraction du matériel nucléaire, l’ADN est fragmenté par sonication. Les protéines sont ensuite 

immunoprécipitées à l’aide d’un anticorps spécifique, entraînant avec elles les fragments d’ADN 

associés. Les protéines sont alors éliminées par traitement à la protéinase K, et l’ADN est cloné et 

analysé. 

 

Des plantes B. macrocarpa ont été infectées par les ARN-1 et -2, additionnés de l’ARN-3 ou de 

l’ARN-3 HA25 (123HA25). L’ARN-3 HA25 permet l’expression de la protéine p25 étiquetée par 

l’antigène HA, ce qui permet sa précipitation avec un anticorps monoclonal dirigé contre l’étiquette. 

Comme témoins de l’expérience, nous avons utilisé du matériel infecté par 123HA25 mais non 

immunoprécipité, et du matériel infecté par les ARN-1, -2 et -3 soumis aux mêmes traitements que 

123HA25. Après immunoprécipitation et purification de l’ADN, celui-ci a été soumis à un traitement à 

l’ADN polymérase (fragment de Klenow) pour reconstituer des extrémités franches. Les fragments ont 

été clonés dans le vecteur BSM digéré par l’endonucléase SmaI, qui permet également l'obtention 

d'extrémités franches. La transformation de bactéries par ces plasmides recombinants a permis 

d’obtenir des colonies, dont la séquence plasmidique a été analysée. La majorité des clones obtenus 

renferment des séquences correspondant aux espèces Schistosoma japonicum, Salvelinus alpinus et 



HA25

HA25

HA25
X Y

Z

Fixation covalente

ARN-1 + -2 + -3HA25

sonication

X

HA25 HA25

HA25
Y

Z

H
A

25

HA25
H

A
25

Z

X

Y

immunoprécipitation

élution

HA25

HA25

HA25

Klenow

purification de l’ADN

clonage

séquençage

Figure II.8. : Principe du ChIP (Chromatin ImmunoPrecipitation). Les feuilles infectées par 

les ARN-1, -2 et -3HA25 sont fixées au formaldéhyde. Le matériel nucléaire est extrait puis 

soniqué afin de fragmenter l’ADN. L’étape d’immunoprécipitation permet de retenir 

spécifiquement les complexes ADN-HA25 sur les billes d’agarose couplées aux anticorps anti-HA. 

L’élution permet de récupérer les complexes composés de la protéine d’intérêt et de l’ADN associé. 

Après dégradation des protéines à la protéinase K, l’ADN est purifié, cloné et séquencé.

X, Y et Z représentent d’autres protéines liées à l’ADN chromatinien.

dégradation des protéines par la protéinase K
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Ralstonia solanacearum, provenant vraisemblablement de l’ADN de sperme de saumon ayant servi à 

saturer les billes d’agarose. Aucune séquence provenant d’un organisme végétal n’a pu être clonée. 

Ces résultats pourraient indiquer que l’activation de la transcription de la p25 n’est pas directe. 

Cependant, il est également possible que l’expérience réalisée n’ait pas fonctionné comme attendu, 

puisque le protocole utilisé est adapté pour A. thaliana, mais pas pour B. macrocarpa. 
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III. Discussion et conclusions 

3.1. La protéine p25 entraîne des dérégulations du transcriptome et 
de la balance hormonale 

L’incidence de l’expression de la protéine p25 sur la mise en place de la symptomatologie n’est pas 

comprise d’un point de vue moléculaire. Certaines fonctions ont été mises en évidence dans des 

systèmes hétérologues (activation de la transcription, multimérisation…) mais ils n’ont pas encore pu 

être corrélés aux rôles de la protéine dans la cellule hôte. 

Une transgenèse de B. vulgaris avait été initiée afin de déterminer les effets de p25 en absence 

d’infection virale, mais aucun transformant n’a été obtenu (Guy Weyens, communication personnelle). 

Des analyses ont alors été réalisées par la caractérisation de l’expression différentielle des gènes entre 

des betteraves saines et infectées (Schmidlin et al., 2008). Si de nombreux gènes sont retrouvés 

dérégulés, ils sont attribués à la présence du virus dans l’organisme mais ne peuvent pas être 

directement corrélés à l’expression d’une protéine virale en particulier. La transgenèse d’A. thaliana 

par le gène de la protéine p25 conférait donc un outil pour explorer les conséquences de l’expression 

de cette protéine dans un organisme modèle. 

 

Le phénotype des A. thaliana qui expriment la protéine p25 est particulier : les plantes arborent une 

croissance plus rapide, et des branchements racinaires plus nombreux. La croissance accélérée pourrait 

être attribuée au plus grand nombre de racines, qui assureraient un apport nutritif plus efficace. Ces 

résultats intéressants sur A. thaliana nous ont conduits à rechercher s’ils pouvaient être transposés sur 

d’autres plantes. En effet, une telle croissance accélérée serait économiquement avantageuse pour les 

horticulteurs, qui pourraient voir leurs cultures atteindre le stade de croissance attendu plus rapidement 

que les plantes sauvages. Malheureusement, la transgenèse de N. tabacum a révélé que le phénotype 

de croissance rapide n’est pas généralisable et peut être opposé à celui recherché. 

 

L’analyse comparative du transcriptome d’A. thaliana exprimant ou pas p25 révèle de profonds 

changements dont l’extériorisation n’est visible qu’au niveau des racines des plantules. Toutefois, des 

analyses plus fines ont permis de mettre en lumière des dérégulations hormonales qui pourraient être 

liées aux dérèglements des gènes cellulaires, ou inversement. 

 

Quoi qu’il en soit, nous avons pu corréler l’expression de p25 à l’augmentation de la teneur en auxine. 

Cette augmentation du taux d’auxine avait été décrite par Pollini et al. en 1990 lors d’analyses 

comparatives entre betteraves saines et rhizomaniées (Pollini et al., 1990). D’autres pathogènes, 

comme Pseudomonas syringae interfèrent sur la voie de signalisation de l’auxine pour favoriser 

l’infection (Navarro et al., 2006 ; Padmanabhan et al., 2008). Nos résultats suggèrent qu’une action de 
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la protéine p25 serait d’induire l’augmentation du taux d’auxine dans la plante pour favoriser 

l’infection. Une autre fonction de p25 serait de diminuer la signalisation liée au jasmonate, à l’éthylène 

et à l’acide abscissique. Compte tenu des nombreux "cross-talk" de ces voies de signalisation, nous ne 

pouvons pas déterminer si ces multiples actions sont liées à une ou plusieurs fonctions de la protéine 

virale. 

3.2. Mode d’action de la protéine p25 

Les dérégulations des gènes sont nombreuses, mais aucun élément ne permet de savoir quelle est la 

chronologie des événements suite à l’expression de la protéine p25. Un seul gène pourrait être induit 

ou réprimé par p25, menant à la dérégulation en cascade d’autres gènes. Afin de comprendre qui des 

facteurs des voies hormonales ou des autres gènes sont en premier lieu affectés, nous avons créé des A. 

thaliana transgéniques exprimant la protéine sous contrôle d’un promoteur inductible. 

Malheureusement, nous n’avons jamais pu détecter l’expression induite de la protéine p25 malgré la 

détection du messager, rendant impossible l’étude des gènes précocement dérégulés.  

 

Comment s’effectuent ces dérégulations transcriptomiques ? La protéine p25 interagit-elle avec une ou 

plusieurs protéines, ou est-elle impliquée dans une activation directe de la transcription ? Les résultats 

en système levure ont montré que p25 pouvait activer la transcription (Klein et al., 2007). Si la 

protéine p25 est un activateur direct de la transcription de certains gènes cellulaires, elle pourrait se 

fixer sur des séquences d’ADN chromatiniennes. Nous avons tenté de caractériser ces séquences par 

immunoprécipitation de la chromatine, mais malheureusement, là encore, nos expériences sont restées 

vaines car nous n’avons pas co-immunoprécipité de séquences d’ADN végétal. Ces résultats laissent 

cette hypothèse en suspens. 

 

Des résultats récents ont mis à jour l’existence d’interactions entre la protéine p25 et des protéines de 

B. vulgaris par l’utilisation d’un crible par double-hybride d’une banque d’ADNc issue de B. vulgaris 

Rz2 résistantes à l’infection (Thiel and Varrelmann, 2009). La découverte d’une interaction de la 

protéine p25 avec des protéines comportant un domaine F-box permet de supposer que la protéine p25 

aurait une action sur le protéasome. D’autres protéines comme des extensines, des clathrines, des 

protéines induites par le stress interagissent également avec p25. De telles interactions protéine-

protéine ont été mises en évidence dans des plantes résistantes, et n’indiquent pas si les protéines 

identifiées ont un rôle dans la mise en place de l’infection ou au contraire dans celle de la résistance. 
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3.3. Rôle de la protéine p25 dans l’adaptation à l’hôte 

La protéine p25 aggrave les symptômes foliaires et provoque la prolifération racinaire. De tels 

symptômes pourraient être liés à des dérégulations majeures du transcriptome en parallèle de 

changements hormonaux, conduisant aux dérégulations physiologiques favorables à la réplication 

virale. La prolifération racinaire n’est pas sans avantages pour le virus puisqu’elle permet 

l’augmentation du nombre de cellules "hôte" à la réplication virale, mais aussi une meilleure 

probabilité d’acquisition des particules virales par P. betae et donc une transmission optimale. 

L’accumulation virale en présence de p25 n’est accrue que dans les racines (Tamada et al., 1999). Sur 

feuille, les quantités d’ARN sont comparables en absence ou en présence de protéine p25. 

L’aggravation des symptômes sur feuille pourrait correspondre à un dommage collatéral. En effet, le 

BNYVV reste principalement localisé au niveau racinaire et ne tire aucun bénéfice de son 

amplification foliaire. Cependant, lorsqu’elles surviennent, les dérégulations cellulaires n’apportent 

rien au virus dans cet environnement précis. 

L’infection mécanique des feuilles de B. vulgaris sensibles ou résistantes (Rz1, Rz2, Rz1+Rz2) conduit 

à l’apparition de lésions locales comparables (David Gilmer, observations personnelles ; Mark 

Varrelmann, communications personnelles (thèse de doctorat ULP Link, 2004). Ainsi, si les plantes 

tolérantes arborent une réduction du titre viral dans les racines, celui des feuilles n’est que 

partiellement affecté, suggérant un mécanisme différent de la réponse hôte-pathogène entre ces deux 

organes. 

 

Les plantes possèdent des gènes de résistance (R) dont le produit interagit spécifiquement avec le 

produit d’un gène d’avirulence (Avr) porté par le pathogène pour induire une cascade de signalisation 

aboutissant à la réaction hypersensible (HR) caractérisée par une incompatibilité à l’infection (pour 

revue voir Sacristan and Garcia-Arenal, 2008). L’absence d’interaction liée à la modification de R ou 

d’Avr (mutation ponctuelle, délétion, absence d’expression) conduit à la mise en place d’une réaction 

compatible au cours de laquelle le pathogène se multiplie. La protéine p25 pourrait-elle être le produit 

d’un gène Avr ? Un gène Avr code généralement pour une protéine essentielle au cycle biologique du 

pathogène et est souvent impliquée dans la pathogénicité. Si la protéine p25 est nécessaire à la 

prolifération racinaire, son absence n’empêche pas la multiplication racinaire du virus qui reste 

toutefois restreinte. Sur feuille, l’absence de p25 n’affecte en rien la multiplication sensus stricto du 

virus. Les travaux récents d’Acosta-Leal (Acosta-Leal et al., 2010) montrent que les isolats capables 

de contourner la résistance Rz1 possèdent une valine en position 67 de la protéine p25 (le premier 

acide aminé de la tétrade). Les isolats possédant une Ala67 ne sont pas capables d’infecter efficacement 

les plantes Rz1. Une telle observation conforte les analyses effectuées par Koenig et al. à l’aide de 

pseudorecombinants (Koenig et al., 2009). Toutefois, la coinfection d’isolats V67 et A67 induit la 

rhizomanie, indiquant que la protéine p25 A67 n’est pas un produit d’un gène Avr. Il faut cependant 



Tableau II.2. Récapitulatif des compatibilités d’infection au BNYVV des plantes testées, et de 

la détection de la protéine p25 en expression transitoire ou stable. + : oui ; - : non ; ND : non 

testé ; létal : provoque la mort de l’hôte. Entre parenthèse : observé de rares fois.

pER8::p2535S::p25

NDNDlétal++B. vulgaris

+ND+ND-N. tabacum

ND+-++N. benthamiana

--+ND- (+)A. thaliana

stabletransitoirestabletransitoire

Compatibilité à

l’infection par 

le BNYVV

Détection de la protéine p25
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3.4. A. thaliana 35S::p25 et l’infection par le BNYVV 

Lors de mon arrivée au laboratoire, l’infection d’A. thaliana par le BNYVV avait été testée et avait 

permis de montrer que seules des plantes exprimant la p25 (lignée B, E, T) étaient capables de 

répliquer les ARN-1 et -2 du BNYVV au niveau des feuilles inoculées, les plantes Col-0 n’étant pas 

hôtes de ce virus. Cependant, cette infection n’était pas systématique, difficile à reproduire et restreinte 

aux feuilles inoculées. Puisque l’ARN-3 du BNYVV est nécessaire au mouvement systémique, nous 

avons voulu savoir si la présence de l’ARN-3 entier dans la plante pourrait favoriser à la fois 

l’infection localisée, et la systémie virale. Ainsi, nous avons créé des constructions où l’ARN-3 est 

cloné en entier dans un vecteur binaire, et où il est privé des séquences 5’ et 3’ UTR. Les plantes 

transgéniques obtenues n’exprimaient pas l’ARN entier, ni la protéine p25. L’analyse des 

constructions binaires après leur agroinfiltration sur feuilles de N. benthamiana nous ont conduit aux 

résultats présentés dans le chapitre III. 
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Chapitre III 
 

Etude du mécanisme de production et du rôle 
de l’ARN-3sub produit à partir de l’ARN-3 du 

BNYVV 

 

 

 

I. Introduction sur les ARN non génomiques viraux 

La compaction souvent extrême de l’information génétique des virus rend nécessaire l’adoption de 

stratégies d’expression qui vont permettre à la fois le bon déroulement du cycle viral mais aussi le 

contournement de mécanismes de défense cellulaire. Parmi les différentes stratégies virales, nous nous 

intéresserons plus particulièrement à la production d’ARN subgénomiques qui permettent l’expression 

d’ORFs (open reading frame ou cadre de lecture ouvert) 3’ proximaux ou à celle d’ARN non-codants 

pouvant interférer avec les mécanismes de défense. Leur grande diversité rend difficile leur 

classification. Cette introduction va principalement résumer l’état des connaissances sur les ARN 

viraux non génomiques de virus à ARN de polarité positive, leur mode de production et leurs rôles. 

Selon les virus, les ARN subgénomiques sont synthétisés par différents mécanismes par l’ARN 

polymérase ARN-dépendante (RdRp) virale. Nous verrons l’implication des protéines virales ou 

cellulaires et l’existence d’ARN subgénomiques atypiques : 5’ terminaux, polycistroniques, ou 

exprimant des protéines tronquées. Enfin, nous nous intéresserons à leur rôle dans la recombinaison 

des ARN viraux. La suite du chapitre sera consacrée à d’autres ARN viraux non génomiques, parfois 

considérés comme subgénomiques, mais qui sont non-codants et le plus souvent issus de dégradations 

impliquant des protéines virales ou cellulaires. Les ARN "defective interfering" et les ARN satellites, 

parfois retrouvés associés aux virus de plantes seront également présentés. 



Figure III.1. : Représentation schématique des différents mécanismes utilisés par les virus pour 

exprimer les cadres de lecture 3’ terminaux. A. Le leaky scanning. Deux ORF chevauchants 

peuvent être traduits indépendamment l’un de l’autre. Le ribosome rencontre le premier AUG et 

synthétise la protéine 1. Le ribosome peut également passer outre le premier AUG, et ne commencer 

la synthèse qu’au second AUG rencontré pour exprimer la protéine 2. B. La translecture. Le premier 

ORF est traduit par le ribosome jusqu’au premier codon stop rencontré. Suivant l’environnement du 

codon stop et sa nature, un ARNt suppresseur peut incorporer un acide aminé et permettre à la 

synthèse de continuer jusqu’au codon stop suivant. C. Une IRES (internal ribosome entry site) 

permet au ribosome de commencer la traduction d’une protéine sans scanner l’ARN messager à partir 

de la coiffe. D. Polyprotéine. Le ribosome traduit l’unique ORF de l’ARN, et la protéine produite 

subit un clivage cis par la protéase, libérant ainsi l’ensemble des protéines. E. Le frameshift. Le 

ribosome change le cadre de lecture après la synthèse du premier ORF, ce qui lui permet de 

synthétiser la protéine codée par le deuxième ORF, menant à la production d’une protéine de fusion. 

F. ARN subgénomique. La synthèse d’un ARN plus court, appelé ARN subgénomique, permet de 

placer l’ORF2 en première place sur l’ARN afin qu’il soit efficacement traduit.

Les deux cercles orange représentent le ribosome. Les rectangles gris correspondent aux ORF non 

traduits. Les rectangles de couleur représentent les ORF traduits.

A. Leaky scanning

C. Initiation interne de la traduction

B. Translecture

D. Polyprotéine

E. Frameshift

F. ARN subgénomique

Clivage de la 

polyprotéine
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1. ARN subgénomiques 

1.1.  Rôle : expression des ORF 3’ terminaux 

Si, chez les procaryotes, un seul et même messager permet l’expression de plusieurs ORF, les 

messagers eucaryotiques sont, dans la plupart des cas, monocistroniques. L’existence de plusieurs 

ORF sur un ARN génomique viral nécessite des mécanismes particuliers de traduction (initiation 

interne, leaky scanning, saut du ribosome…) ou la synthèse d’un ARN colinéaire à la partie 3’ de 

l’ARN génomique qui portera l’ORF à exprimer à son extrémité 5’, portant alors le nom d’ARN 

subgénomique. 

Les virus à ARN peuvent porter l’information génétique de manière positive (sur un brin directement 

codant) ou négative (non codant). Un même brin peut le plus souvent porter plusieurs cadres de 

lecture. En effet, les virus sont de petites entités qui sont souvent limitées dans la taille de leur génome 

par la taille de leur capside, et nécessitent une condensation de leur organisation génomique. Il est 

courant d’observer plusieurs cadres de lectures sur un même brin, à l’instar du TMV (Tobacco mosaic 

virus) qui ne contient qu’un seul ARN, mais code au moins pour 4 protéines. De même, le génome du 

BNYVV comporte 4 à 5 ARN selon les isolats, mais code pour au moins 9 protéines différentes. 

Pourtant, chez les eucaryotes, seul le premier cistron est efficacement traduit par le ribosome, puisque 

le mécanisme de scanning de l’ARN s’arrête au premier codon AUG rencontré à partir de la coiffe de 

l'extrémité 5' (Kozak, 1989). Les virus utilisent diverses stratégies (leaky scanning, translecture, 

initiation interne, frameshift, polyprotéines, voir figure III.1.) pour pallier ce problème, et parmi 

celles-ci se place la synthèse d’ARN subgénomiques. Les ARN subgénomiques sont en général des 

ARN colinéaires aux extrémités 3’ des ARN viraux, et sont néosynthétisés par la réplicase virale à 

partir des ARN antigénomiques. Ils sont redondants avec les ARN génomiques. Leur rôle est de placer 

les cistrons, qui ne peuvent pas être directement traduits à partir de l’ARN génomique, en position 5’ 

proximale. Ainsi, le système de traduction pourra être efficace sur ces ORF et permettra la synthèse de 

protéines. 

Généralement, les premières protéines exprimées par le génome viral sont celles impliquées dans la 

réplication virale, permettant la multiplication du génome, et la production des ARN subgénomiques. 

Suivent alors les protéines de mouvement et les protéines structurales, qui permettront la propagation 

du virus dans l’hôte et sa transmission. 

1.1.1. Mécanismes de traduction 

Les ARN subgénomiques ont pour fonction principale d’exprimer des protéines. Or, le mécanisme de 

traduction des organismes eucaryotes nécessite une coiffe en 5’ de l’ARN messager. Habituellement, 
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la coiffe est ajoutée aux ARN messagers transcrits par l’ARN polymérase II cellulaire, en trois 

étapes (Schoenberg and Maquat, 2009) : 1) le domaine N-terminal de la triphosphatase hydrolyse le 5’ 

triphosphate de l’ARNm en formation en diphosphate, 2) un GMP fixé covalemment à la 

guanylyltransférase est ajouté au diphosphate par un pont 5’5’ triphosphate, et enfin 3) la guanine-7-

méthyltransférase permet la méthylation du GMP.  

Les virus à ARN positif à réplication cytoplasmique n’ont pas accès à ce mécanisme nucléaire 

puisqu’ils sont synthétisés par la réplicase virale. Les ARN génomiques et subgénomiques doivent 

cependant être efficacement traduits et les virus ont développé diverses stratégies pour y parvenir.  

Si un mécanisme de "capping" similaire a récemment été découvert dans le cytoplasme, l’activité 

méthyltransférase n’a pas pu être mise en évidence et le rôle de ce capping cytoplasmique n’est pas 

encore élucidé (Otsuka et al., 2009). 

a) Traduction coiffe-dépendante 

L’existence d’une coiffe en 5’ d’ARN subgénomiques a été démontrée pour beaucoup de virus, 

comme par exemple les ARN-4 et ARN-4A du BMV (Brome mosaic virus) (Ahlquist, 1992 ; 

Blanchard et al., 1996) ou le SINV (Sindbis virus) (Mi et al., 1989). En revanche, l’ARN-5 du CMV 

(Cucumber mosaic virus), colinéaire à l’extrémité de l’ARN-3 n’est pas coiffé, mais le fait qu’il soit 

réellement un ARN subgénomique reste encore discuté (de Wispelaere and Rao, 2009). Toutefois, les 

ARN antigénomiques pourtant synthétisés par les mêmes réplicases ne sont pas coiffés et sont non-

codants. Ceci suggère que ces enzymes utilisent des mécanismes de transcription différents lors de la 

synthèse des brins (-) et des brins (+).  

Comment ces coiffes sont-elles ajoutées aux ARN viraux qui ne sont pas transcrits par l’ARN 

polymérase II ? Il a été montré que chez de nombreux virus, les réplicases virales possèdent des 

activités similaires aux protéines cellulaires impliquées dans la synthèse de la coiffe. En effet, les 

analyses bioinformatiques révèlent l’existence de domaines MET souvent localisés dans les parties N-

terminales des RdRp de virus à génome ARN positif coiffé (Koonin, 1991). Même si le mécanisme 

complet n’a pas été clairement démontré, il est tentant de penser que ces protéines virales sont 

réellement capables d’ajouter la coiffe aux extrémités 5’ des ARN viraux codants. 

Chez le SINV, la protéine nsP1 porte un domaine guanine-7-méthyltransférase, capable de former une 

liaison covalente avec un m
7
GMP, à l’instar de la guanylyltransférase nucléaire (Ahola and Ahlquist, 

1999 ; Kong et al., 1999). Le BMV est également muni de cette activité, suggérant que ces deux virus 

peuvent eux-mêmes apporter les coiffes à leurs ARN messagers (génomiques ou subgénomiques). 

Dans le cas des coronavirus, les protéines nsP13 et nsP16 portent respectivement l’activité RNA 5’-

triphosphatase, et l’activité 2’-O-méthyltransférase (Masters, 2006). 
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La protéine L du VSV (Vesicular stomatitis virus), responsable du capping des ARN viraux, peut 

également produire des ARN portant une guanosine(5’)tétraphospho(5’)adénosine (GppppA) qui 

peuvent être efficacement traduits (Ogino and Banerjee, 2008).  

b) Traduction coiffe-indépendante 

Certains virus ne possèdent pas de coiffe en 5’ de leurs ARN génomiques. Ils utilisent d’autres 

stratégies d’expression. Dans le cas du tombusvirus TBSV (Tomato bushy stunt virus), la traduction 

s’effectue de manière coiffe-indépendante et implique une séquence située en 3’ de l’ARN messager 

nommé 3’CITE (3’ cap-independent translational enhancer), qui permet la circularisation des 

messagers et le recrutement du complexe de traduction (White and Nagy, 2004). 

De la même manière, le BYDV (Barley yellow dwarf virus) utilise une traduction coiffe-indépendante 

grâce à la région BTE (BYDV cap-independent translation element) située en 3’ de l’ARN génomique 

(Shen et al., 2006). Pour recruter les ribosomes, cette séquence interagit avec la région BCL (BTE 

complementary loop) en 5’UTR des ARN génomiques et des ARN subgénomiques -1 et -2 pour 

former une boucle. 

Certains virus, à l'image des Caliciviridae et des Potyviridae, codent pour une protéine VPg liée de 

manière covalente à l'extrémité 5' de l'ARN génomique. La protéine VPg aurait un rôle dans 

l'expression des gènes viraux, en recrutant les facteurs d'initiation de la traduction eIF4E et eIFiso4E 

(Goodfellow et al., 2005 ; Khan et al., 2008). 

 

Quel que soit leur mode de traduction, les ARN subgénomiques utilisent, à ma connaissance, le même 

type de traduction que l’ARN génomique dont ils sont issus. Les virus à ARN génomiques coiffés 

vont exprimer des ARN subgénomiques utilisant, dans la plupart des cas, un mécanisme coiffe-

dépendant, alors que les virus à ARN génomiques privés de coiffe vont utiliser un mécanisme coiffe-

indépendant pour assurer l'expression des ARN subgénomiques. 

1.1.2. Encapsidation des ARN subgénomiques 

Les ARN génomiques contiennent l’intégralité de l’information nécessaire au cycle viral, il est donc 

imaginable que ce soient les seuls ARN produits par le virus à être encapsidés. Pourtant, certains ARN 

subgénomiques, portant une information redondante des ARN génomiques, peuvent être encapsidés. 

C’est le cas de l’ARN subgénomique I2 du TMV et des ARN subgénomiques de certains coronavirus 

(TGEV, Transmissible gastroenteritis virus ou le IBV, Infectious bronchitis virus) mais pas du MHV 

(Mouse hepatitis virus) où seul l’ARN génomique est encapsidé (Masters, 2006). Les CMV de  

groupe II sont aussi capables d’encapsider les ARN subgénomiques (de Wispelaere and Rao, 2009). 

Cela suggère que les sites d’encapsidation sont situés dans la partie 3’ commune aux ARN 



Figure III.2. : Représentation schématique du mécanisme d’initiation interne de la 

transcription. A. Les brins positifs sont représentés en bleu, et les brin négatifs en rouge. La sphère 

jaune correspond à la RdRp. La réplicase virale synthétise le brin (-) à partir de l’ARN génomique, 

puis elle se fixe sur un promoteur interne situé sur l’ARN viral antigénomique, qui servira de 

matrice à la synthèse de l’ARN subgénomique. B. Représentation schématique des promoteurs 

d’ARN subgénomiques (par Miller and Koev, 2000). Les traits gras correspondent aux séquences 

promotrices identifiées de part et d’autre du site +1 de transcription, représenté par la ligne 

pointillée.
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génomiques et subgénomiques. L’encapsidation des ARN subgénomiques permettrait la synthèse plus 

rapide des protéines virales lors de l’infection initiale. 

1.1.3. Similitudes des extrémités 5’  

Les ARN génomiques et subgénomiques partagent parfois des homologies de séquence en 5’. Ainsi, 

les carmovirus comme le TCV (Turnip crinkle virus), le CarMV (Carnation mottle virus) et le CCFV 

(Cardamine chlorotic fleck virus) possèdent quatre nts conservés en 5’ des ARN génomiques et 

subgénomiques : GGUA/U (Wang and Simon, 1997). De même, des conservations de séquences en 5’ 

des ARN génomiques et subgénomiques ont été rapportées pour le CLBV (Citrus leaf blotch virus) 

(Vives et al., 2002), le BMV (Marsh and Hall, 1987), le CMV (Boccard and Baulcombe, 1993), 

l’AlMV (Alfalfa mosaic virus) (van der Kuyl et al., 1990), le RCNMV (Red clover necrotic mosaic 

virus) (Zavriev et al., 1996), le MCMV (Maize chlorotic mottle virus) (Lommel et al., 1991) et le 

MBV (Mushroom bacilliform virus) (Revill et al., 1999). 

1.2. Mécanismes de synthèse des ARN subgénomiques 

Trois modèles de synthèse d’ARN subgénomique sont proposés à ce jour : 1) l’initiation interne de la 

transcription, 2) la terminaison prématurée de la transcription, et enfin 3) la synthèse discontinue de 

matrice, une variante entre ces deux modèles (pour revue voir Miller and Koev, 2000). Ces trois 

modèles requièrent la présence d’un brin antigénomique (complet ou non) qui sera utilisé comme 

matrice, ainsi que la réplicase virale pour effectuer la transcription. 

1.2.1. Initiation interne de la transcription 

Ce mécanisme est le plus fréquemment retrouvé chez les virus. Il implique la présence d’un promoteur 

de transcription reconnu par la réplicase sur le brin antigénomique viral, en amont d’une ORF. La 

réplicase virale peut alors transcrire le brin complémentaire, positif, qui sera identique à la partie 3’ de 

l’ARN génomique (figure III.2.A.). Ce mécanisme a été démontré pour la première fois pour le BMV 

(Miller et al., 1985) et, par la suite, pour de nombreux autres virus. 

De nombreux promoteurs d’ARN subgénomiques ont pu être caractérisés mais aucune homologie de 

séquence entre ces promoteurs n’a pu être retrouvée, suggérant l’existence de mécanismes de 

reconnaissance distincts par la réplicase et/ou par des protéines cellulaires. 

La majorité des promoteurs décrits sont des séquences nucléotidiques de 24 à plus de 100 nts de long, 

situées plutôt en amont du site d’initiation (+1) de transcription de l’ARN subgénomique, à l’image du 

TCV (Wang and Simon, 1997), du BMV (Haasnoot et al., 2000), du CMV (Boccard and Baulcombe, 

1993), de l’AlMV (van der Vossen et al., 1995), du CNV (Cucumber necrosis virus) (Johnston and 



Figure III.3. : Représentation schématique des interactions ARN-ARN requises pour la 

synthèse des ARN subgénomiques par le mécanisme de terminaison prématurée de la 

transcription pour les virus RCNMV, FHV et TBSV (adapté de White, 2002). Les interactions 

essentielles pour la synthèse des ARN subgénomiques sont indiquées en couleur et par leurs noms. 

Le RCNMV (A) nécessite l’interaction de deux ARN génomiques au site TABS (trans-activation 

binding site), alors que le FHV (B) et le TBSV (C) effectuent des cis-activations, par l’interaction 

de deux séquences du même ARN. Le FHV utilise les sites DSCE (distal subgenomic control 

element) et PSCE (proximal subgenomic control element) pour la synthèse de son ARN 

subgénomique. Le TBSV utilise les sites AS1 (activator sequence 1) et RS1 (receptor sequence 1) 

pour la synthèse de l’ARN subgénomique 1, et les sites AS2, RS2, DE-A (distal element A) et CE-

A (core element A) pour la synthèse de l’ARN subgénomique 2.

Nagy White 2004
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Rochon, 1995). En revanche, d’autres ont été localisés davantage en aval du +1 comme dans le cas de 

l’ARN-3sub du BNYVV (Balmori et al., 1993). 

Etonnamment, un virus peut posséder des promoteurs différents pour chaque ARN subgénomique. 

Ainsi, le BYDV possède des promoteurs distincts pour chacun de ses trois ARN subgénomiques 

(figure III.2.B.) (Koev and Miller, 2000). Le promoteur de l’ARN subgénomique 1 est une séquence 

de 98 nts localisée principalement en amont du site +1 de transcription alors que les promoteurs des 

ARN subgénomiques -2 et -3 sont plutôt localisés en aval du +1 et sont respectivement constitués de 

143 nts et de 44 nts. Même si ces promoteurs renferment tous des structures secondaires en tige-

boucle, leurs séquences sont différentes. Les seules homologies de séquence entre les promoteurs des 

ARN subgénomiques 1 et 2 sont un hexanucléotide GUGAAG situé en 5’ des ARN subgénomiques. 

Cette absence d’homologie suggère que les régulations se font différemment et impliquent des facteurs 

favorisant l’expression fine et temporelle des protéines virales durant le cycle de multiplication du 

virus. 

1.2.2. Terminaison prématurée de la transcription 

Ce deuxième mécanisme utilise un arrêt prématuré de la transcription du brin négatif à partir du brin 

génomique. Ceci conduit à la synthèse d’un ARN antigénomique incomplet. Cet intermédiaire peut 

alors servir de matrice pour la transcription d’un brin positif, plus court que l’ARN génomique car 

privé d’une partie 5’, et dont la séquence contient au moins une ORF à traduire. Le RCNMV utilise ce 

mécanisme pour la synthèse de ses ARN subgénomiques (Sit et al., 1998 ; White, 2002). Le modèle 

proposé pour expliquer la terminaison prématurée de la transcription du brin (-) de l’ARN-1 implique 

le rôle transactivateur de l’ARN-2 (Sit et al., 1998). La formation d’une structure par complémentarité 

de séquence entre l’ARN-2 et l’ARN-1 permettrait l’arrêt prématuré de la transcription du brin (-), et 

favoriserait alors la synthèse de l’ARN subgénomique transcrit à partir de cette nouvelle matrice. La 

conservation de séquence entre le 5’ de l’ARN-1 génomique et subgénomique suppose que la réplicase 

reconnaît cette séquence spécifique pour initier la transcription du subgénomique. 

Ces interactions ARN-ARN formeraient une barrière physique à la réplicase, et seraient responsables 

de la terminaison prématurée de la transcription du brin (-) pour tous les virus utilisant ce mécanisme 

de synthèse d’ARN subgénomique, que ce soit en cis au sein d’un seul ARN pour le FHV (Flock 

house virus) (figure III.3.B.) (Zhong and Rueckert, 1993 ; Price et al., 2000) ou le TBSV (figure 

III.3.C.) (Zhang et al., 1999 ; Choi et al., 2001 ; Choi and White, 2002), ou en trans par l’interaction 

de deux ARN différents pour le RCNMV (Sit et al., 1998) (figure III.3.A.). Des protéines pourraient 

intervenir dans la stabilisation des structures impliquées dans les interactions décrites pour le RCNMV 

(Sit et al., 1998), mais pas dans le cas du TBSV (Wang et al., 2008). 
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Figure III.4. : Modèle de la synthèse des ARN subgénomiques chez les Nidovirales par le 

mécanisme de synthèse discontinue de la matrice (adapté de Masters, 2006). A. Représentation 

schématique du génome et des ARN subgénomiques du MHV et des séquences TRS en amont de 

chaque ORF. B. La synthèse de l’ARN antigénomique (rouge) à partir de la matrice brin (+) (bleu) 

est effectuée par la réplicase virale (sphère jaune). L’élongation se poursuit jusqu’à une séquence 

TRS (transcription-regulating sequence) proximale. La réplicase fait alors un saut de matrice sur la 

séquence TRS située en 5’ du génome et poursuit la transcription de la séquence complémentaire à

la séquence leader. Le brin (-) ainsi synthétisé pourra servir à son tour de matrice pour la synthèse 

des brins (+), plus courts, appelés subgénomiques.

5’ 3’
5’ 3’

5’ 3’
5’ 3’

leader

TRS « leader » TRS « body »

5’---AAUCUAAC---3’ 5’---AAUCUAAC---3’B.
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1.2.3. Synthèse discontinue de la matrice 

Le troisième mécanisme de synthèse des ARN subgénomiques à avoir été décrit implique une 

transcription discontinue. A partir du brin génomique, le brin (-) est synthétisé de manière discontinue, 

et servira de matrice pour la transcription du subgénomique (figure III.4.). C’est le cas des 

Nidovirales comme le MHV ou l’EAV (Equine arteritis virus).  

Dans le cas du MHV, le mécanisme est bien décrit (Sawicki et al., 2007). Le brin génomique 

comporte une séquence leader en 5’, suivie d’une séquence TRS (transcription-regulating sequence) 

composée d’un motif d’environ 10 nts riche en AU. Des séquences TRS sont également retrouvées en 

amont de chaque ORF du virus. Le complexe de réplication se fixe en 3’ de l’ARN génomique et 

synthétise le brin antigénomique (-), jusqu’aux séquences complémentaires TRS, où la réplicase va 

alors soit outrepasser et continuer la synthèse, soit s’arrêter et se relocaliser sur le TRS situé en 5’ du 

génome. La synthèse du brin (-) peut alors continuer et se finalise par la synthèse de la séquence 

complémentaire leader située en 5’ de l’ARN génomique, nécessaire à l’initiation de la traduction. Le 

mécanisme de relocalisation du complexe de transcription sur le TRS en 5’, et non sur les autres, n’est 

pas encore élucidé, mais on peut supposer que des facteurs protéiques viraux interviennent dans cet 

évènement. Des motifs pouvant s’apparier aux séquences TRS sont retrouvés sur le génome mais ne 

sont pas utilisés comme "promoteur" des ARN subgénomiques. Finalement, la synthèse du brin 

subgénomique (+) peut s’effectuer, en commençant par la séquence leader, suivie de la séquence TRS. 

Ainsi, tous les ARN subgénomiques possèderont la même séquence 5’, composée du leader et de la 

séquence TRS, et une partie 3’ du génome. Ces ARN subgénomiques pourront également être 

amplifiés par la réplicase (Sawicki and Sawicki, 1998 ; van Marle et al., 1999a ; Pasternak et al.,  

2001 ; Sawicki et al., 2007). 

1.3. Facteurs impliqués dans la synthèse des ARN subgénomiques 

1.3.1 Séquences/structures sur l’ARN 

Comme nous l’avons vu précédemment, les ARN portent eux-mêmes des informations nécessaires à la 

synthèse des ARN subgénomiques. En général, la séquence et la structure jouent des rôles importants 

pour la synthèse des ARN subgénomiques (Koev et al., 1999 ; Wang et al., 1999 ; Haasnoot et al., 

2000). 

a) Séquences 

Ainsi, quel que soit le mode de synthèse de l’ARN subgénomique, des séquences nucléotidiques 

doivent être reconnues comme signal d’initiation ou de terminaison de la transcription. 
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Ces séquences peuvent être classées en deux groupes : les séquences "core" nécessaires à l’expression 

basale des ARN subgénomiques, et les séquences impliquées dans l’augmentation de l’expression.  

!. Séquences "core" 

Les alphavirus, représentés par le SINV, utilisent l’initiation interne de la transcription pour la 

synthèse de leur ARN subgénomique. Le promoteur de l’ARN subgénomique du SINV est constitué 

d’une séquence localisée entre les positions -19 à +5 par rapport au site d’initiation +1 de la 

transcription (Levis et al., 1990). Ce promoteur comporte des homologies de séquence avec le 

promoteur du BMV. La séquence core du promoteur de l’ARN subgénomique du BMV est constituée 

d’une séquence de 20 nts localisée en amont du site d’initiation. Cette séquence est suffisante pour 

initier la transcription. Quatre nts sont absolument indispensables au promoteur : ils sont positionnés 

en -17, -14, -13 et -11 par rapport au site d’initiation +1 (Siegel et al., 1997). Ces nts sont strictement 

conservés chez l’ensemble des virus de la superfamille des alphavirus, qui possèdent une pyrimidine 

au site initiateur (U chez les virus animaux et C/U chez les phytovirus), ainsi qu’un A en position +2 

(Siegel et al., 1997).  

 

Dans le cas du BYV (Beet yellows virus), sept ARN subgénomiques sont décrits. L’étude des 

séquences au voisinage du site +1 d’initiation de la transcription a révélé l’existence de deux types de 

motifs de 34 et 14 nts. Ces motifs pourraient agir de manière indépendante et permettraient de réguler 

le taux de synthèse de chaque ARN subgénomique (Vitushkina et al., 2007).  

". Séquences régulatrices 

Les séquences impliquées dans l’augmentation de l’efficacité du promoteur de la synthèse des ARN 

subgénomiques du BMV sont situées en amont du promoteur "core", et constituées de répétitions AU 

retrouvées de -54 à -40 du site d’initiation +1 de la transcription. L’insertion de séquences AU 

supplémentaires augmente l’efficacité de production du subgénomique in vivo (Sullivan and Ahlquist, 

1997). De plus, la séquence polyA située entre -40 et -20 est également responsable de l’augmentation 

de l’efficacité de la transcription de l’ARN subgénomique du BMV. 

Dans le cas du TBSV, le remplacement du G initiateur en position +1 par n’importe quel autre nt 

induit une diminution de l’accumulation de l’ARN subgénomique de plus de 20 fois (Choi et al.,  

2001 ; Choi and White, 2002). 

Chez les coronaviridae, les motifs régulateurs de la synthèse des ARN subgénomiques sont présents à 

des positions précises au sein des séquences TRS (Pasternak et al., 2001). En effet, si l’introduction de 

mutations dans une séquence TRS régulant la synthèse de l’ARN subgénomique 7 du EAV peut en 

abolir la synthèse, l’introduction de mutations compensatoires dans la TRS 5’ ne suffit pas forcément à 

restaurer l’efficacité de synthèse du subgénomique correspondant (Pasternak et al., 2001). Comme 
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indiqué précédemment (paragraphe 1.2.3.), des protéines virales sont certainement requises pour 

optimiser la sélection des TRS. 

b) Structures 

Des tiges-boucles sont très souvent nécessaires à la production des ARN subgénomiques  par initiation 

de la transcription comme cela a été décrit pour le BYDV (Koev et al., 1999), l’AlMV (Haasnoot et 

al., 2000) et le TCV (Wang et al., 1999). Le BMV contient également une tige-boucle dans le 

promoteur de l’ARN subgénomique, dont la séquence est importante pour sa reconnaissance par la 

RdRp (Adkins et al., 1997 ; Siegel et al., 1997). Le CMV contient quant à lui une tige-boucle 

composée de 9 paires de bases et d’une boucle de 6 nts riche en purines. L’introduction de mutations 

conservant la structure secondaire n’engendre pas de réduction drastique de la synthèse d’ARN 

subgénomique, suggérant un mécanisme différent de reconnaissance de la tige-boucle entre le BMV et 

le CMV, pourtant très proches (Chen et al., 2000).  

Il est intéressant de noter que pour la synthèse de l’ARN subgénomique 1 du BYDV, le promoteur 

comporte deux tiges-boucles. Pour l’une des deux, la séquence est essentielle alors que sa structure ne 

l’est pas, et pour la deuxième, seule la structure secondaire est primordiale et la séquence peut être 

modifiée (Koev et al., 1999). Chez le CTLV (Citrus tatter leaf virus), on retrouve également deux 

tiges-boucles au voisinage du +1 de transcription. Ces deux tiges-boucles renferment une séquence de 

8 nts conservés (Tatineni et al., 2009). 

Comme nous l’avons vu précédemment aux paragraphes 1.2.2. et 1.2.3., d’autres appariements à 

longue distance (en cis et en trans) sont parfois nécessaires à la synthèse des ARN subgénomiques. 

1.3.2. Protéines virales et cellulaires 

Si l’ARN viral porte les informations nécessaires en cis à la synthèse d’ARN subgénomiques 

(séquence et/ ou structure), des facteurs protéiques sont toutefois requis pour leur reconnaissance et 

l’initiation de la transcription. Parmi ceux-ci on retrouve la RdRp, mais également d’autres protéines 

virales ou facteurs cellulaires. 

a) ARN polymérase ARN dépendante 

!. Structure 

Les RdRp sont les protéines virales qui portent l’activité de néosynthèse des ARN viraux à partir 

d’une matrice ARN. Elles sont responsables à la fois de la réplication du génome viral, et de la 

production des ARN subgénomiques. Les RdRp sont les protéines virales les plus conservées car elles 

ont une activité essentielle à la réplication de tous les virus à ARN. Plusieurs RdRp ont été cristallisées 



Figure III.5. : Structures des RdRp virales (Hansen et al., 1997). Structure en forme de main-

droite de la RdRp du poliovirus. Les trois domaines conservés sont indiqués : les doigts (fingers), la 

paume (palm), le pouce (thumb). Les lettres (A-E) indiquent les différents motifs du domaine 

« paume », et sont visibles grâce au code couleur.
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et leurs structures désormais résolues présentent beaucoup d’homologies entre elles (HCV, Hepatitis C 

virus (Bressanelli et al., 1999), BVDV, Bovine viral diarrhea virus (Choi et al., 2004), poliovirus 

(Hansen et al., 1997)). Les RdRp possèdent en général une structure conservée en forme de "main-

droite" composée de 3 régions distinctes : les doigts, la paume (catalytique) et le pouce (Ferrer-Orta et 

al., 2006) (figure III.5.). Contrairement aux autres polymérases qui ont une structure en forme de 

main ouverte ou en forme de U, les RdRp virales présentent une structure fermée, où les doigts 

joignent le pouce (Ferrer-Orta et al., 2006). Cette structure close forme un tunnel où la matrice est 

chargée. 

La paume est la région la plus conservée car elle correspond au domaine purement catalytique, 

composé d’un feuillet beta à 3 brins antiparallèles, flanqués par 3 hélices alpha (Ferrer-Orta et al., 

2006). Le domaine catalytique se divise en 5 motifs conservés  nommés A, B, C, D, et E et retrouvés 

dans cet ordre précis chez de nombreux virus (BNYVV, TMV…) (Poch et al., 1989). Il a été montré 

récemment que certains virus ont des inversions de ces motifs, à l’image du GVQ (Grapevine virus Q) 

où l’ordre est le suivant : C, A, B (Sabanadzovic et al., 2009). Le dernier motif E est quant à lui 

spécifique des polymérases ARN-dépendantes, et est absent chez les polymérases ADN-dépendantes. 

Deux résidus acide aspartique présents dans les motifs A et C sont impliqués dans la formation des 

liaisons phosphodiester par un mécanisme faisant intervenir des cations (Mg
2+

 ou Mn
2+

) (Ng et al., 

2008). Quant au motif B, il est impliqué dans la sélection des NTP (Hansen et al., 1997). 

Le domaine "pouce" est composé de la partie C-terminale de la protéine, partie la plus variable des 

RdRp. Elle forme un sillon qui mène vers le centre catalytique de l’enzyme. 

". Initiation de la transcription 

L’initiation de la synthèse d’ARN de manière ARN-dépendante peut se faire de deux façons : amorce-

dépendante ou de novo (sans amorce) (van Dijk et al., 2004). 

L’initiation amorce-dépendante peut se faire par le biais de plusieurs amorces : 1) des séquences 5’ de 

divers ARN cellulaires coiffés et clivés, 2) de courts oligoribonucléotides résultants d’initiations 

abortives, 3) des extrémités 3’ du brin matrice s’hybridant à son propre brin, ou 4) des protéines 

permettant une liaison phosphodiester avec le premier nt (van Dijk et al., 2004). 

 

La synthèse des ARN subgénomiques se fait en général par une initiation de novo, ce qui requiert au 

moins 4 interactants : la RdRp, la matrice, un nucléoside tri-phosphate initiateur, et le deuxième NTP 

(van Dijk et al., 2004). Cette initiation permet de ne perdre aucune information génétique. Elle ne 

nécessite pas l’utilisation d’enzymes qui génèrent l’amorce ou doivent cliver l’amorce du brin 

synthétisé (van Dijk et al., 2004). La synthèse de novo peut conduire à des initiations abortives où de 

courts oligonucléotides sont relâchés. 
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#. Découplage réplication/transcription 

Un certain nombre d’études permettent d’envisager que la synthèse d’ARN génomique et celle d’ARN 

subgénomique utilisent deux mécanismes distincts. 

Pour le TBSV, la transcription a pu être découplée de la réplication. En effet, une délétion jusqu’à 5 

acides aminés en C-terminal de la RdRp diminue sévèrement la production de l’ARN subgénomique 2 

(par terminaison prématurée), mais n’affecte que très légèrement la synthèse d’ARN génomique. De 

plus, la délétion d’un sixième acide aminé abolit la réplication, suggérant une séparation fine mais 

néanmoins existante des activités de réplication et de transcription. De manière surprenante, la région 

impliquée dans la régulation de la transcription de l’ARN subgénomique 1 chevauche la séquence 

codant pour la partie C-terminale de la RdRp (Wu and White, 2007).  

De façon plus précise, les différentes fonctions de la réplicase ont pu être découplées pour l’alphavirus 

SINV. En effet, une mutation d’un résidu arginine central de la réplicase nsP4 abolit la synthèse des 

ARN subgénomiques puisqu’elle empêche la fixation de la RdRp sur le promoteur. Cela a pu être mis 

en évidence in vitro, mais pas in vivo, puisqu’une telle mutation est létale pour le virus (Li and Stollar, 

2004, 2007). 

La RdRp du BMV ne réagit pas de la même manière pour la réplication et pour la transcription : alors 

que des concentrations importantes de GTP et d’UTP sont nécessaires à la synthèse des ARN 

subgénomiques, seule une forte concentration de GTP est nécessaire à la synthèse des ARN 

antigénomiques du BMV (Adkins et al., 1998). 

Par ailleurs, les RdRp sont décrites comme des protéines flexibles, capables de s’adapter aux 

contraintes des promoteurs des ARN subgénomiques. Par exemple, chez le BMV, les promoteurs de 

transcription du brin (-), du brin génomique, et du subgénomique sont très différents, et ne présentent 

aucune séquence ou structure commune, excepté le premier nt incorporé qui est systématiquement un 

GTP. La RdRp flexible est alors capable d’ajuster son interaction avec le promoteur ou d’altérer la 

structure locale du promoteur pour interagir avec les nts clés (Stawicki and Kao, 1999). 

b) Autres protéines virales impliquées 

En plus de la protéine portant l’activité RdRp, d’autres protéines virales font partie du complexe de 

réplication et jouent un rôle dans la synthèse des ARN subgénomiques. L’utilisation d’un mutant 

thermosensible du SINV a permis de montrer que la phosphoprotéine nsP3 de fonction inconnue serait 

probablement impliquée dans la synthèse des ARN subgénomiques. Cette mutation correspondant à 

l’insertion de trois acides aminés entre les résidus 252 et 253 de nsP3, n’est pas létale pour le virus 

(LaStarza et al., 1994). La protéase nsP2 du SINV doit également jouer un rôle en clivant la 

polyprotéine P123 pour modifier l’activité du complexe de réplication et favoriser sa spécificité vers la 

matrice brin (-) et ainsi synthétiser le brin (+) et les ARN subgénomiques (LaStarza et al., 1994). 
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Cette propriété a également été retrouvée pour la protéine nsP2 du SFV (Semliki Forest virus), un 

autre alphavirus (Suopanki et al., 1998). 

Chez l’EAV (Nidovirales), les ARN subgénomiques sont synthétisés par transcription discontinue. La 

mutation d’un Ser-2429-Pro de la protéine non structurale nsP10 provoque une baisse de la production 

des ARN subgénomiques (van Marle et al., 1999b), mais n’affecte pas la réplication. Cette protéine 

nsP10 contient deux domaines : un domaine putatif de liaison aux métaux, et un domaine hélicase. 

Elle est obtenue par clivage de la polyprotéine codée par l’ORF1b, grâce à l’action de la protéase. Si le 

rôle de nsP10 n’est pas résolu, il se pourrait que la protéine ait un rôle direct ou indirect dans la 

translocation de la transcription d’une séquence TRS vers une autre. L’EAV code également pour la 

protéine nsP1, une protéine multifonctionnelle à activité papaïne-like autoprotéase lui permettant de 

s’autocliver de la polyprotéine. La protéine nsP1 est impliquée dans la biogenèse de virions infectieux 

mais également dans la production des ARN subgénomiques. En effet, la mutation des deux cystéines 

Cys-41-Ala et Cys-44-Ala d’un domaine zinc finger provoque la disparition des ARN subgénomiques 

et une augmentation de la réplication, suggérant une compétition entre ces deux phénomènes (Tijms et 

al., 2007). 

c) Facteurs cellulaires 

Des facteurs cellulaires sont également nécessaires à la synthèse des ARN subgénomiques. Ainsi, 

hnRNP A1 (ou p35/38), une protéine cellulaire impliquée dans l’épissage alternatif des ARN 

cellulaires, est capable de se fixer au site leader et aux régions intergéniques du brin (-) du MHV. Des 

mutations introduites dans ces séquences inhibent la fixation de cette protéine, et induisent une 

diminution de la production des ARN subgénomiques (Zhang and Lai, 1995), suggérant que hnRNP 

A1 agirait comme un facteur de transcription des ARN viraux. De plus, la protéine hnRNP I (ou p55 

ou PTB) interagit avec hnRNP A1 en contexte cellulaire normal et est capable de se fixer à la région 

leader UCUAA du brin (+) (Li et al., 1999). L’interaction des deux protéines hnRNP A1 et hnRNP I, 

associées aux différents sites des ARN viraux permettrait une circularisation de l’ARN afin de faciliter 

la formation du complexe de transcription viral (Li et al., 1999). 

1.4. ARN subgénomiques atypiques 

De nombreux ARN subgénomiques ont été décrits, mais certains d’entre eux n’en sont pas à 

proprement parler car ils ont des propriétés originales. Leurs natures ou leurs fonctions sont différentes 

des ARN subgénomiques les plus courants.  

 



ARN subg 5’ terminaux

Figure III.6. : Les ARN génomiques et subgénomiques du CTLV (figure 5 de Tatinieni et al., 

2009). A. Les ARN représentés schématiquement sont alignés avec les bandes détectées en 

northern blot à l’aide des sondes 5’ (à gauche) et 3’ (à droite). Les ARN subgénomiques 5’

correspondent aux séquences génomiques manquantes des ARN subgénomiques 3’. B.

Représentation schématique des structures secondaires en tiges-boucles (SL1 et SL2) retrouvées au 

voisinage des sites de terminaison de la synthèse des ARN subgénomiques 5’, et des sites 

d’initiation des ARN subgénomiques 3’. Les sites sont indiqués par des flèches. La séquence 

complémentaire à l’octanucléotide conservé UUGAAAGA est surlignée.

A.

B.
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1.4.1. ARN subgénomiques 5’ terminaux 

Le CTLV possède un ARN génomique de polarité positive et code pour trois protéines. Deux ARN 

subgénomiques 3’ terminaux ont été identifiés et permettent l’expression de l’ORF2 et de la CP (3’-

sgRNA1 et 3’-sgRNA2 respectivement). Deux autres ARN subgénomiques correspondant exactement 

à la partie 5’ restante du génome ont également été détectés (5’-sgRNA1 et 5’-sgRNA2) (figure 

III.6.A.). Deux tiges-boucles sont présentes entre les deux ARN subgénomiques 5’ et 3’ 

correspondants, dont l’une porte un octanucléotide conservé UUGAAAGA (figure III.6.B.). Bien que 

cela ne soit pas démontré, les ARN subgénomiques 5’ pourraient être produits par un arrêt de la 

réplicase au niveau du promoteur des ARN subgénomiques 3’ où une réplicase serait déjà présente 

(Tatineni et al., 2009). Cette hypothèse, déjà proposée pour le Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV, 

German et al., 1977) est d’ailleurs étayée par une étude sur le CTV (Citrus tristeza virus) décrivant 

des mutations capables d’inhiber la synthèse des ARN subgénomiques 3’ et qui entraînent la 

disparition de la synthèse des ARN subgénomiques 5’ (Gowda et al., 2003). Des ARN 5’ terminaux de 

petite taille sont également retrouvés chez le CTV : LMT1 (low-molecular weight tristeza 1) d’environ 

750 nts, et LMT2 de 650 nts. Si LMT1 est synthétisé par terminaison de transcription au niveau d’un 

élément de contrôle, LMT2 correspond, par contre, à la taille de la partie d’ARN encapsidée par la 

protéine mineure de capside CPm en absence de protéine majeure de capside (Gowda et al., 2009). 

Le BMV (Wierzchoslawski et al., 2006), le SINV (Wielgosz and Huang, 1997) et le CLBV (Vives et 

al., 2002) expriment également des ARN colinéaires aux parties 5’ des ARN génomiques. Leur 

mécanisme de synthèse serait le même, à savoir un détachement de la réplicase au niveau du 

promoteur du subgénomique. Le rôle de cet ARN serait d’être préférentiellement traduit, laissant 

l’ARN génomique entier accessible au complexe de réplication (Wierzchoslawski et al., 2006). Des 

expériences de traduction in vitro sont toutefois nécessaires pour valider cette hypothèse. En effet, 

l’absence de structures 3’ pourrait diminuer l’efficacité de traduction de tels ARN. 

1.4.2. ARN subgénomiques permettant l’expression de protéines tronquées 

Chez le PFBV (Pelargonium flower break virus), un carmovirus, deux ARN subgénomiques 

permettant l’expression des protéines de mouvement et de capside sont détectés. Deux autres 

subgénomiques, plus grands, sont aussi systématiquement retrouvés en condition d’infection, y 

compris sous forme d’ARN double-brin. Ces ARN contiennent les séquences 3’ terminales de l’ORF 

codant pour la réplicase et pourraient servir d’ARN messagers (figure III.7.). Ils permettraient ainsi 

l’expression de protéines tronquées, p56 et p44, qui n’ont pas encore été détectées (Rico and 

Hernandez, 2009). De telles protéines pourraient avoir un rôle dans la régulation du complexe de 

transcription, ou faciliteraient la recombinaison entre l’ARN génomique et l’ARN subgénomique, afin 

de pallier des mutations éventuelles  



Figure III.7. : Les ARN génomiques et subgénomiques du PFBV (adapté de Rico et al., 2009). 

Les ARN subgénomiques de 3,2 kb et de 2,9 kb permettent l’expression des protéines tronquées 

p56 et p44 respectivement (rouge). Les deux autres ARN subgénomiques de 1,7 kb et 1,4 kb quant 

à eux servent d’ARN messagers pour la synthèse des protéines p7, p12 et p38 (bleu).

Figure III.8. : Représentation schématique des interactions régulatrices entre les ARN du 

FHV pendant la réplication (adapté de Eckerle et al., 2003). L’ARN-1 est responsable de la 

réplication des deux ARN génomiques et de la synthèse de l’ARN subgénomique, l’ARN-3 

(flèches vertes fines). Alors que la réplication de l’ARN-2 est transactivée par l’ARN-3 (flèche 

verte large), l’ARN-2 inhibe la synthèse de l’ARN-3 (trait rouge).
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1.4.3. ARN subgénomiques permettant l’expression de plusieurs ORF 

Si les ARN subgénomiques ont habituellement pour rôle de positionner un ORF secondaire en 5’ d’un 

nouvel ARN, quelques virus font exception à la règle : un vitivirus, le GVA (Grapevine virus A) ne 

possède pas d’ARN subgénomique dédié à la synthèse de l’ORF 3’ terminal (Galiakparov et al., 

2003). Ce cistron serait donc traduit par initiation interne via d’autres ARN subgénomiques 

multicistroniques, ou via l’ARN génomique. Ce même phénomène a été observé pour d’autres 

familles de virus : un lutéovirus (Dinesh-Kumar et al., 1992), un tombusvirus (Rochon and Johnston, 

1991), un hordeivirus (Zhou and Jackson, 1996) et le BNYVV (Gilmer et al., 1992). 

1.4.4. ARN subgénomiques transactivateurs 

Le FHV est un virus bipartite qui possède deux ARN génomiques, et transcrit un ARN subgénomique 

(ARN-3) à partir de l’ARN-1. Cet ARN-3 subgénomique de 387 nts est coiffé et code pour deux 

protéines non structurales, B1 et B2. En plus de sa fonction de messager, l’ARN-3 est nécessaire à la 

réplication de l’ARN-2 par un mécanisme mal connu de transactivation (Eckerle and Ball, 2002) 

(figure III.8.). La séquence de transactivation dépendante de l’ARN-3 est située sur la partie 3’ de  

l’ARN-2. Après la transactivation, une régulation s’opère puisque l’ARN-2 réprime l’accumulation de 

l’ARN-3. De plus, l’ARN-3 subgénomique non encapsidé est répliqué par la RdRp virale (Eckerle et 

al., 2003). 

1.5. ARN subgénomiques et recombinaison 

Les réplicases des virus à ARN ont généralement un taux d’erreur élevé (Domingo et al., 1996). Ceci 

permet aux virus de maintenir une population hétérogène de molécules d’ARN appelées quasi-espèces. 

L’avantage de ce phénomène est qu’il existe probablement dans cette population quelques ARN 

génomiques capables de résister à des pressions de sélection changeantes. Le désavantage est 

l’accumulation de mutations souvent létales pour le virus. Ce problème peut être pallié par 

recombinaison, qui permet l’acquisition de toute une partie de génomes fonctionnels en une étape 

(Miller and Koev, 1998). 

 

Il existe trois types de recombinaison, basées sur les séquences impliquées (Miller and Koev, 1998) : 

la recombinaison homologue, homologue aberrante, et non-homologue. La recombinaison homologue 

se fait entre deux séquences très similaires, et ne provoque pas d’altération de séquence, alors que la 

recombinaison homologue aberrante induit des mutations, délétions, insertions, au niveau du site de 

recombinaison ou dans son voisinage proche. La recombinaison non-homologue peut se faire entre 

deux ARN viraux dissimilaires, ou entre un ARN viral et un ARN cellulaire. Ces concepts ont été 



Figure III.9. : Modèles de recombinaison 

des ARN viraux possédant des RdRp

processives ou non processives. A. et B.

Deux modèles processifs proposés. C. Modèle 

non processif. Les traits bleus représentent les 

matrices donneuses, les traits rouges les 

matrices acceptrices. La sphère jaune 

représente la RdRp du virus. Le trait noir 

correspond au brin en cours de synthèse.
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classés différemment en recombinaisons similarité-essentielle, similarité-assistée et similarité-non-

essentielle (Nagy and Simon, 1997). 

 

Le mécanisme de recombinaison implique la synthèse du brin naissant à partir de la matrice donneuse, 

puis le transfert du brin naissant et de la réplicase sur la matrice acceptrice, et enfin l’élongation à 

partir de la matrice acceptrice.  

Pourquoi la réplicase se détache-t-elle d’un brin pour continuer la synthèse sur une autre matrice ? La 

dissociation est attribuée au degré de processivité de la réplicase. En effet, afin que la réplicase puisse 

changer de matrice, elle doit avant tout faire une pause de transcription, grâce à des séquences ou des 

structures situées sur l’ARN matrice. Ces séquences peuvent être des tiges-boucles stables (Nagy and 

Simon, 1997), des séquences riches en A/U où la polymérase incorpore des nts aléatoirement, puis 

change de matrice. 

Dans le cas de RdRp processive à l’image de la RdRp du BMV, l’enzyme fait une pause au niveau où 

la matrice s’apparie à un autre ARN, puis la RdRp continue la synthèse en utilisant une autre matrice 

appelée le brin accepteur (figure III.9.A.). Ce mécanisme pourrait expliquer l’apparition des 

defective-interfering RNA (DI RNA) chez les tombusvirus et les bromovirus (Nagy and Simon, 1997). 

Un autre modèle décrit pour les poliovirus et les bromovirus serait que la RdRp recule de 10 à 20 nts 

sur le brin naissant, ce qui permettrait à la séquence libérée de se réhybrider sur le brin accepteur 

(figure III.9.B.). Puis la RdRP se repositionnerait en 3’ et continuerait la synthèse en utilisant le 

nouveau brin matrice accepteur. 

Le modèle non processif (TCV, coronavirus) serait expliqué par le relargage du brin naissant par la 

RdRp. Ce brin pourrait s’hybrider à une autre matrice et recruter la RdRp qui continuerait la synthèse 

sur cette nouvelle molécule (figure III.9.C.). Si la RdRp du poliovirus est capable d’utiliser des 

amorces aléatoires (Paul et al., 1994), les RdRp du TCV et du BMV en sont incapables, ce qui suggère 

qu’un tel changement de brin ne pourrait se faire qu’à proximité de promoteurs où la RdRp est 

recrutée.   

 

Les promoteurs d’ARN subgénomiques correspondent souvent à des points chauds de recombinaison 

puisque les structures en tige-boucle permettent une pause de la RdRp. C’est le cas du promoteur du 

subgénomique du CMV et du TAV (Thompson et al., 2008), (Suzuki et al., 2003), (Shi et al., 2008), 

(de Wispelaere et al., 2005), du BMV (Wierzchoslawski et al., 2003), du TCV (Nagy and Simon, 

1997 ; Miller and Koev, 1998) et probablement de nombreux autres virus. D’ailleurs, dans le cas du 

BMV, la synthèse de l’ARN subgénomique est nécessaire pour que la recombinaison se fasse in vitro 

(Dzianott et al., 2001 ; Wierzchoslawski et al., 2003). Toutefois, certains promoteurs de 

subgénomiques ne correspondent pas à des points chauds de recombinaison : le sgARN-4 du CMV en 

est un exemple (de Wispelaere et al., 2005). 
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Les virus qui utilisent une synthèse discontinue de la matrice comme mécanisme de production des 

ARN subgénomiques (comme les Nidovirales), utilisent un mécanisme assimilable à de la 

recombinaison homologue (high-frequency similarity-assisted) (Pasternak et al., 2001). Pour le MHV, 

la recombinaison augmente du 5’ au 3’ de l’ARN génomique, indiquant l’implication des ARN 

subgénomiques dans le mécanisme de recombinaison homologue puisqu’ils peuvent apporter une 

source de brins accepteurs ou donneurs de plus en plus nombreuses à l’extrémité 3’ terminale 

(Masters, 2006). La recombinaison se ferait principalement lors de la synthèse du brin négatif, car les 

brins positifs accepteurs sont largement plus nombreux pour permettre un changement de matrice 

(Masters, 2006). 

2. ARN viraux non codants 

En plus des ARN subgénomiques servant à la synthèse des protéines, il existe des ARN viraux, non 

génomiques, synthétisés lors de l’infection virale. Ces ARN non codants ont des fonctions et des 

mécanismes de synthèse variés. Les ARN viraux, tout comme les ARN cellulaires sont la cible de 

ribonucléases. Des protéines cellulaires, mais aussi des facteurs viraux sont impliqués dans ces 

clivages. Les coupures et les ARN tronqués ont certainement des implications sur le cycle viral, et si 

leurs rôles sont encore peu compris, différentes hypothèses sont toutefois avancées. 

2.1. Clivage par un facteur viral 

Le LRV (Leishmaniavirus) infecte le protozoaire Leishmania. C’est un virus à génome ARN double-

brin qui produit in vivo et in vitro un petit ARN de 320 nts correspondant à la partie 5’ de l’ARN 

génomique (MacBeth and Patterson, 1995a, 1995b). Il est synthétisé par coupure site-spécifique dans 

la région 5’ non codante. La protéine de capside du virus est responsable de cette coupure, au site de 

séquence consensus 5’GNUC’’CGNA3’. La délétion de cette région abolit le clivage. Le rôle de cette 

coupure n’est pas très bien compris. En effet, le clivage produit une population d’ARN viraux 

incompétents pour la réplication et la traduction, ce qui serait létal pour le virus. Il est donc supposé 

que le clivage soit maintenu à un taux basal lors d’une faible concentration en virus, et que le clivage 

augmente lorsque la population virale croît, afin de maintenir la persistance de l’infection dans la 

cellule. D’autres rôles proposés sont que des séquences inhibant la traduction se trouveraient en 

5’UTR et seraient clivées pour donner des messagers fonctionnels. Enfin, de façon moins probable, la 

capside cliverait des ARN messagers cellulaires possédant la séquence consensus, et le clivage de 

l’ARN viral résulterait d’un dommage collatéral. 
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2.2. Clivage par un facteur cellulaire 

Certains ARN viraux sont la cible de ribonucléases cellulaires : si c’est a priori un moyen pour la 

cellule de se défendre face à une infection virale, pour certains virus ce clivage est un atout précieux 

pour leur infectivité. 

L’étude du TBSV en système hétérologue de levure a permis de montrer que l’endoribonucléase 

Ng12p peut cliver l’ARN génomique dans la région RII du TBSV. Le fragment 3’ est alors dégradé 

rapidement par la protéine Xrn1p, une protéine de levure impliquée dans la dégradation 5’!3’ des 

ARN. Son absence permet la stabilisation des ARN du TBSV et l’apparition de formes partiellement 

tronquées en 5’ (Cheng et al., 2006). Ce processus diminue également la fréquence de recombinaison 

du virus en réduisant la quantité d’ARN viral, source de recombinaison. L’orthologue de Xrn1p chez 

la plante est la protéine AtXrn4p. Lorsque cette protéine d’A. thaliana est exprimée dans N. 

benthamiana, le CNV subit davantage de dégradations, menant à l’apparition de formes tronquées en 

5’ (Cheng et al., 2007). Alors que quelques variants du CNV sont capables d’infecter des protoplastes, 

un des variants privé des 138 premiers nts reste capable d’infecter N. benthamiana à longue distance, 

et entraîne des symptômes atténués par rapport au virus sauvage. Ces résultats indiquent qu’une seule 

protéine cellulaire peut être impliquée dans l’apparition de nouveaux variants. 

 

Les flavivirus, à l’image du WNV (West Nile virus) produisent un ARN non-codant sfRNA 

(subgenomic flavivirus RNA), colinéaire à l’extrémité 3’UTR du génome. Il serait produit par 

dégradation de l’ARN génomique par la nucléase 5’!3’ XRN1, et serait protégé de l’entière 

dégradation par une structure très conservée (Pijlman et al., 2008). Ce sfRNA est essentiel pour une 

bonne efficacité d’infection et entraîne également une aggravation de la pathogénicité virale. Si son 

mécanisme d’action n’est pas connu, certaines hypothèses sont avancées : il pourrait servir de cible 

aux miRNA endogènes, protégeant ainsi l’ARN génomique. Le sfRNA pourrait également inhiber les 

activités antivirales liées à la machinerie de dégradation des ARN messagers cellulaires (Esteban et 

al., 2008), et aussi inhiber le taux de recombinaison des ARN viraux (Cheng et al., 2006).  

 

De petits ARN viraux, considérés au départ comme des ARN subgénomiques, n’en sont en réalité pas 

et proviennent de mécanismes de clivages. Ainsi, le RCNMV produit pendant l’infection virale sur 

plante et dans les protoplastes une grande quantité d’un ARN de 0,4 kb appelé SR1f. Il contient 

presque intégralement la séquence 3’UTR de l’ARN-1 génomique, et ne code pour aucune protéine. 

Son mode de production implique un clivage de l’ARN-1 génomique (probablement par une protéine 

cellulaire), et requiert une séquence de 58 nts nommée Seq1f58, nécessaire et suffisante à la protection 

du produit de clivage contre une dégradation 5’!3’ (Iwakawa et al., 2008). Cette séquence est 

structurée en trois tiges-boucles. La fonction de SR1f serait d’inhiber la traduction, menant à la 

répression de la synthèse de la réplicase et à la diminution de la synthèse du brin antigénomique. Il est 
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intéressant de constater que la séquence 3’TE-DR1, essentielle pour la traduction cap-indépendante et 

située en 3’ de SR1f, contient 17 nts retrouvés également sur l’élément BTE du BYDV qui a une 

fonction de traduction cap-dépendante. Ces deux séquences sont donc supposées agir de façon 

similaire, pour inhiber la traduction en séquestrant eIF4F et eIFiso4F, un mécanisme démontré pour 

l’ARNsg2 du BYDV (Treder et al., 2008). L’ARNsg2 est capable d’inhiber la traduction de l’ARN 

génomique par une action en trans de sa séquence BTE. La synthèse de la réplicase est stoppée, alors 

que les protéines structurales et de mouvement sont préférentiellement traduites à partir des ARN sg 

(Shen et al., 2006). Parmi les ARN subgénomiques du BYDV, l’ARNsg3 ne code pour aucune 

protéine et sa fonction est inconnue.  

 

L’ARN-5 du CMV est un ARN non codant, dont la séquence est identique aux ARN-2 et ARN-3 

desquels il est issu. Toutefois, son mode de synthèse n’est pas bien compris. La réplicase virale n’est 

pas impliquée dans sa synthèse, puisque l’ARN-5 est retrouvé lors d’expression transitoire des ARN 

viraux -2 ou -3, ne codant pas pour la réplicase virale (de Wispelaere and Rao, 2009). Ce petit ARN-5 

présente une séquence de 20 nts conservés qui est nécessaire à sa production. Le rôle de l’ARN-5 reste 

inconnu, mais il semble favoriser la recombinaison et l’atténuation des symptômes (Shi et al., 2008). 

Nous reviendrons ultérieurement sur cet ARN-5 (partie résultats, paragraphe 2.3.1). 

2.3. Des ARN viraux non-codants mènent à la production de miRNA 

Ce paragraphe nous emmène transitoirement dans le règne des virus à ADN car rien n’est encore 

décrit pour les virus à ARN (+). 

Les adénovirus (virus à ADN double-brin linéaire), notamment l’Ad5 (Human adenovirus type 5) 

codent pour un ou deux VA RNA (virus-associated RNA), de petits ARN non codants d’environ 160 

nts, transcrits par l’ARN pol III. Ils sont extrêmement structurés, et ressemblent aux précurseurs de 

miRNA car ils ont une tige-boucle imparfaite. De manière surprenante, ils ont à la fois un rôle de 

suppresseur de silencing en inhibant les activités de Dicer et de RISC, et un rôle de précurseur de 

petits ARN. VA RNAI a pour rôle d’interférer avec le système de défense médié par la voie interféron, 

en bloquant l’activité d’une protéine kinase ARN-dépendante (PKR). De plus, ils interfèrent avec la 

voie du silencing en étant des substrats de Dicer, l’empêchant ainsi de jouer son rôle dans le 

mécanisme de défense antiviral. Ils sont clivés par Dicer en mivaRNA (VA RNA derived miRNA). 

Bien que VA RNAI soit présent en 20 fois plus grande quantité que VA RNAII, les mivaRNAII sont 

deux fois plus nombreux que les mivaRNAI (Xu et al., 2007). Les mivaRNA sont incorporés dans 

RISC contenant AGO2. Le VA RNAI a deux sites d’initiation de la transcription, situés à 3 nt l’un de 

l’autre, menant à la synthèse de VA RNAI(G) majoritaire, et VA RNAI(A) minoritaire. Seul le brin 3’ 

est efficacement incorporé dans RISC (Xu et al., 2009). Des travaux récents ont montré que ces 
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mivaRNA ciblent des ARN messagers cellulaires impliqués dans la croissance cellulaire, l’expression 

des gènes et la réparation de l’ADN (Aparicio et al., 2009). 

 

Les ARN non codants exprimés par l’EBV (Epstein-Barr virus, virus à ADN double-brin linéaire), 

nommés EBER1 et EBER2 (EBV encoded RNA) ressemblent à ceux des adénovirus par leur structure 

en tige-boucle. Ils permettent l’inhibition de l’activité de PKR et l’infection persistante. Récemment, il 

a été montré qu’ils activent le récepteur Toll-like 3. Ils seraient sécrétés hors de la cellule infectée, et 

activeraient le système immunitaire (Iwakiri et al., 2009). 

 

3. ARN subviraux 

Les ARN subviraux (Simon et al., 2004) ne sont pas nécessaires à la propagation normale du virus 

avec lesquels ils sont retrouvés, mais peuvent moduler les symptômes. Leur réplication est totalement 

dépendante des protéines codées par le virus assistant, et leur amplification est donc limitée aux 

cellules infectées. Il existe principalement deux classes d’ARN subviraux : les "DI RNA" (defective 

interfering RNA) et les ARN satellites. Les DI RNA sont retrouvés aussi bien chez les virus animaux 

et végétaux, alors que les ARN satellites ne sont retrouvés que chez les phytovirus. 

Ces ARN, bien que non codants, provoquent des modulations des symptômes produits par le virus 

assistant. Au départ, la variation des symptômes était supposée être corrélée à une simple compétition 

des facteurs de réplication présents en quantité limitante, mais les mécanismes sont bien plus 

complexes. Si ces ARN subviraux étaient considérés comme des parasites des virus assistants, des 

études démontrent que chaque partenaire tire un profit. 

3.1. DI RNA 

3.1.1. Mode de production 

Les defective interfering RNA (DI RNA) et les defective RNA (D RNA) (qui n’interfèrent pas avec le 

virus assistant) ont été décrits pour la première fois en association avec un Tombusvirus (Hillman et 

al., 1987). D’autres genres de virus ont ensuite été décrits comme produisant des DI RNA 

(Carmovirus, Potexvirus, Bromovirus, Tospovirus, Cucumovirus) (Graves et al., 1996). Les DI RNA 

sont produits après plusieurs passages sur une plante hôte, et ne sont en général pas retrouvés lors 

d’infections naturelles (Celix et al., 1997). Ils dérivent des ARN génomiques car ils sont produits par 

recombinaison (voir paragraphe 1.5) lors de la transcription des ARN génomiques. Généralement, la 

production des DI RNA conduit à la perte de certains gènes de réplication, de mouvement ou 

d’encapsidation, tout en conservant les séquences cis nécessaires à la reconnaissance par la réplicase 



Figure III.11. : Séquence du DI RNA du TBSV (par Nagy et White, 2004). Les quatre régions 

I, II, III et IV dérivent de quatre régions différentes du génome du TBSV. Les longueurs des 

séquences du DI RNA sont indiquées au dessus des régions correspondantes.

Figure III.10. : Séquence des DI RNA sauvages et artificiels du BBMV (Graves et al., 1996).

La séquence du DI RNA sauvage dérive de l’ARN-2 du BBMV, qui a subi une seule délétion 

interne de 441 à 864 nts. Les DI RNA artificiels peuvent être davantage délétés.
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du virus assistant et à l’amplification de l’ARN. Les DI RNA constituent donc de très bons outils pour 

étudier de telles séquences impliquées dans la réplication.  

Si les séquences 5’ et 3’ terminales sont essentielles à la production de DI RNA, la longueur et la 

capacité codante de l’ARN sont également importantes. En effet, le BBMV (Broad bean mottle 

bromovirus) nécessite au minimum les 883 nts 5’ et les 387 nts 3’. Les DI RNA artificiels (transcrits 

in vitro) du BBMV nécessitent également une longueur minimale de 1712 nts (59% du génome) pour 

atteindre des niveaux d’accumulation détectables, ou 1911 nts (66% du génome) pour atteindre le 

niveau d’accumulation des DI RNA naturels (figure III.10.). Les DI RNA naturels retrouvés 

présentent des délétions maximales de 864 nts (figure III.10.). Ils contiennent l’ORF $2a, indiquant 

l’importance de la protéine $2a tronquée ou de la traduction de l’ORF par le ribosome dans la 

formation et le maintien des DI RNA. Le TSWV (Tomato spotted wilt tospovirus) et le TBSV 

produisent des DI RNA qui codent pour une partie de la réplicase, qui pourrait permettre la 

stabilisation des ARN (Graves et al., 1996) (White, 1996). 

Des duplications de séquences en orientation sens, ou en orientation antisens ont été introduites sur des 

DI RNA du BBMV. Les DI RNA artificiels possédant des séquences inversées-répétées disparaissent 

après infection et donnent naissance à des DI RNA plus courts ne possédant pas la répétition. A 

l’inverse, les DI RNA possédant les séquences dans la même orientation restent stables (Pogany et al., 

1995). Ces résultats suggèrent l’importance de structures secondaires ou de régions complémentaires 

dans la formation des DI RNA. 

La température influence également la production des DI RNA : une température de 12°C permet 

l’obtention de DI RNA après un seul passage de BBMV sur feuille, alors que entre 16°C et 20°C, 

plusieurs passages sont nécessaires avant d’observer des DI RNA (Llamas et al., 2004). L’hôte du 

virus a également une influence sur la production des DI RNA (Llamas et al., 2004). 

 

Les DI RNA représentent une mosaïque des séquences des génomes parentaux comme les DI RNA du 

TBSV, du CNV et du TCV, ou proviennent d’une délétion unique au sein du génome comme pour les 

DI RNA du CYMV (Clover yellow mosaic potexvirus), du CMV, de l’AlMV, du BBMV et du TSWV 

(figure III.11.). Il est intéressant de noter que dans le cas des virus multipartites, seuls certains des 

ARN génomiques produisent des DI RNA (Graves et al., 1996). Ainsi, le CMV et l’AlMV ne 

produisent de DI RNA qu’à partir de l’ARN-3, le BBMV à partir de l’ARN-2. Le WTV (Wound tumor 

virus) produit des DI RNA à partir des ARN génomiques -2 et -5.  

 

Chez le BNYVV, le DI RNA de l’ARN-2 peut, dans certains cas, remplacer l’ARN-2 sauvage 

(Tamada and Kusume, 1991). Cela pourrait s’expliquer par le fait que l’ORF-2 de l'ARN-2 du 

BNYVV est impliquée dans la transmission, et est donc inutile lors d’inoculations mécaniques. De 

plus, d’autres DI RNA issus des ARN-3 et -4 peuvent apparaître rapidement, après seulement un ou 

deux passages sur feuille de C. quinoa (Bouzoubaa et al., 1991). L’ARN-4 subit une délétion par 
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élimination d’une séquence répétée de 15 nts, suggérant une implication de la réplicase. L’ARN-3, 

quant à lui, subit une délétion d’une séquence commençant par un GU et finissant par un AG, 

rappelant l’épissage des introns. Cependant, aucune indication d’un passage des ARN par le noyau 

n’est connue. Ces délétions ne sont pas délétères pour la réplication des ARN-1 et -2 sur feuille. 

Etonnamment, ces inoculums peuvent malgré tout être transmis à la betterave sucrière par inoculation 

naturelle via P. betae, ce qui suggère une conservation à un niveau très faible des ARN entiers codant 

pour les protéines de transmission. L’utilisation de DI RNA artificiels produits à partir de délétions 

dans les ARN -1, -2, -3 et -4 a permis de montrer que seul un DI RNA issu de l’ARN-2 était capable 

d’interférer avec la réplication. Le mécanisme d’interférence serait expliqué par une haute affinité 

d’une séquence de l’ARN-2 pour la réplicase, ce qui induirait sa séquestration (Hehn et al., 1994). 

 

Des virus défectifs ou "defectives viruses" ont également été décrits pour les virus des genres 

Reovirus, Tospovirus, Furovirus et Tobravirus (Graves et al., 1996). Ils dérivent des virus assistants, 

dont la présence est requise sous certaines conditions comme par exemple la transmission (Graves et 

al., 1996). 

3.1.2. Mécanismes de la modulation des symptômes 

Si la majorité des DI RNA entraîne une diminution de la réplication du virus assistant et des 

symptômes associés, les DI du CMV et de l’AlMV sont sans effet (Graves et al., 1996), et les DI RNA 

du TCV (Li et al., 1989), du BBMV (Romero et al., 1993) et du SBWMV (Soil-borne wheat mosaic 

virus) (Chen et al., 1994) sont les rares à entraîner une exacerbation de la sévérité des symptômes. 

L’atténuation des symptômes peut s’expliquer par trois mécanismes : 1) une compétition avec le virus 

pour les facteurs de réplication, à l’image des DI RNA retrouvés chez le TBSV (Jones et al., 1990), 2) 

une interaction spécifique avec les produits codés par le virus comme les subgénomiques, menant à 

une diminution de l’accumulation des ARN subgénomiques et des protéines correspondantes sans 

affecter l’ARN génomique et la RdRp, comme pour le TBSV (Scholthof et al., 1995) ; 3) le dernier 

mécanisme implique une activation du mécanisme d’ARN silencing par les DI RNA, alors qu’ils ne 

sont eux-mêmes que peu ciblés (Szittya et al., 2002). 

Leur rôle serait donc d’atténuer les effets de l’infection, pour permettre à la plante de continuer sa 

croissance et sa reproduction, et ainsi permettre au virus assistant de continuer à se propager. 

3.1.3. Utilisation des DI RNA pour l’expression de protéines 

Les DI RNA sont capables de se répliquer, mais ne sont pas indispensables au virus : ils peuvent ainsi 

être modifiés par insertions de séquences codantes. Ils se transforment alors en vecteur d’expression de 

protéines. Cela a été réalisé pour le BBMV (Sandoval et al., 2008), mais également pour d’autres virus 



Figure III.12. : Le TCV et ses satellites (par Guo et al., 2009). A. Organisation génomique du 

TCV et des ses deux satellites, satC et satD (pas à l’échelle). La partie 3’ du satC représentée en 

rayé et en gris foncé dérive du TCV. SatD contient uniquement la séquence 5’ du satC (gris clair) et 

aucune séquence commune avec le génome du TCV. B. Structures similaires des séquences 3’

terminales du TCV et du satC. Les nucléotides encadrés en noirs resprésentent les variations entre 

le TCV et le satC. Les noms des différents domaines sont indiqués dans des rectangles blancs. Les 

interactions en pseudonoeud sont indiquées par des doubles-flèches pointillées. 

A.

B.
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comme le CymRSV (Cymbidium ringspot virus), le MHV, et le LIYV (Lettuce infectious yellows 

virus). 

3.2. ARN satellites 

Les ARN satellites sont retrouvés uniquement en association avec des phytovirus. Ils se caractérisent 

par une molécule d’ARN linéaire ou circulaire, qui partage des séquences communes avec le virus 

assistant. Les ARN satellites nécessitent les protéines du virus assistant pour leur réplication, leur 

mouvement, puisqu’ils ne codent pas eux-mêmes pour leurs propres protéines de réplication. Ceux qui 

utilisent la capside du virus assistant pour leur encapsidation sont appelés "ARN satellites" (satRNA). 

Il en existe deux types : ceux qui codent pour une protéine non-structurale (large satRNA) ou qui sont 

non codants (small satRNA). En revanche, certains satellites codent pour leur propre protéine de 

capside et portent le nom de "virus satellites".  

3.2.1. Origine 

L’origine des satRNA reste assez mystérieuse mais semble impliquer la recombinaison. La présence 

de similarités de séquences avec les virus assistants indique qu’ils en dérivent, mais le reste des 

séquences, très différentes du virus, suggère qu’un mécanisme différent de la recombinaison existe. De 

multiples terminaisons-réinitiations de la transcription par la RdRp pourraient conduire à la 

transcription de séquences aléatoires à l’origine des satRNA. De plus, le PTGS serait impliqué dans 

l’évolution des satRNA, menant à la sélection de molécules naturellement résistantes à ce mécanisme 

(Wang et al., 2004). Le génome d’A. thaliana contient des séquences comportant des similarités avec 

les satellites du CMV. Des miRNA ou siRNA générés suite à l’infection virale dans la cellule hôte 

pourraient être assemblés par la RdRp virale pour former les satRNA (Hu et al., 2009). L’émergence 

de nouveaux satellites suite à l’utilisation de souches de virus en laboratoires permet de soulever une 

question : l’apparition de ces satellites serait-elle une forme de défense de la plante contre le 

virus (Hajimorad et al., 2009) ?  

Ainsi, les ARN satellites possèdent des séquences singulières. Par exemple, le satCymRSV est un 

ARN de 621 nts, qui comporte une séquence de 51 nts (188-239) homologue à 90% à une séquence 

située en 5’ de l’ARN génomique (99-151). L’origine de la séquence restante est inconnue (Pantaleo 

and Burgyan, 2008).  

Les ARN satellites du TCV sont aussi originaux (figure III.12.A.). Ainsi, le satD est composé d’une 

multitude de courtes séquences juxtaposées du génome du TCV, alors que le satC a une séquence 

particulière. Il est une sorte de mélange entre un DI RNA et un satRNA. En effet, il possède en sa 

partie 5’ une séquence correspondant à la quasi intégralité du satD, et en 3’ il possède deux parties du 
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génome du TCV : une petite partie de la séquence de la CP, suivie d’une séquence similaire à la partie 

3’ terminale du génome (Sun and Simon, 2003). 

3.2.2. Réplication 

L’association des satellites avec des virus assistants suggère qu’ils utilisent le mécanisme de 

réplication du virus associé. Pourtant il a été montré que des différences existent. En effet, les 

séquences 3’ terminales ressemblent à celles du virus assistant par leur séquence et par leur structure 

en tiges-boucles multiples mais ne sont pas entièrement échangeables. Le remplacement des séquences 

3’ et/ou 5’ du satBaMV avec celles du génome du BaMV (Bamboo mosaic potexvirus) induit une 

diminution drastique de la production du satellite, indiquant que malgré la conservation de structure et 

de séquence, le mécanisme de réplication diffère (Huang et al., 2009). 

Le satC du TCV contient une région 3’UTR de 100 nts, très similaire en structure et en nts à celle du 

TCV (figure III.12.B.). Les structures incluent trois pseudonœuds et sont supposées être conservées 

entre le TCV et le satC (analyse M-fold). Seules 8 régions de quelques nts sont dissemblables. 

Pourtant, un mutant du satC contenant la région 3’UTR du TCV ne se réplique qu’à 15% du satC 

sauvage (Zhang et al., 2006b). La région 3’UTR du satC peut adopter deux formes : une forme "pré-

active" issue de la transcription, et une forme active pour la réplication (Zhang et al., 2006a). La 

région 3’ du TCV, quant à elle, peut se conformer différemment pour la traduction et la réplication 

(Yuan et al., 2009). Une étude d’évolution in vitro (SELEX) a montré que ces structures peuvent être 

remplacées par d’autres, situées ailleurs sur l’ARN, et assurer les mêmes fonctions (Guo et al., 2009). 

Ces résultats démontrent donc que le mécanisme de réplication des ARN satellites et des virus 

assistants, bien qu’utilisant la même réplicase, n’est pas forcément identique. 

3.2.3. Virulence 

Trois types de modulations des symptômes peuvent apparaître lorsqu’un ARN satellite est retrouvé 

avec un virus assistant : une atténuation, une exacerbation ou aucun effet significatif. L’effet le plus 

couramment rencontré est l’atténuation des symptômes, souvent corrélée à la diminution de 

l’accumulation et de la réplication du virus assistant. Cependant, les mécanismes impliqués sont 

encore peu compris. L’hypothèse selon laquelle les satRNA interfèrent avec le virus assistant par 

compétition pour les protéines de réplication semble erronée. En effet, la coinfection d’un satellite du 

CMV avec le ZYMV (Zucchini yellow mosaic virus) induit une augmentation de l’accumulation du 

satellite et de l’ARN viral, indiquant bien qu’il n’y a pas de compétition entre les deux partenaires 

(Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003). 

La pathogénicité des satRNA dépend donc de beaucoup de paramètres, variables en fonction des 

satellites étudiés, de l’hôte, du virus assistant, de la séquence et de la structure du satRNA, et des 
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protéines virales. L’implication du mécanisme d’ARN silencing dans la pathogénicité a aussi été 

décrite. 

a) Influence de l’hôte et du virus assistant 

Bien que la majorité des satRNA du CMV induit une atténuation des symptômes du virus assistant, 

quelques variants pathogènes sont capables d’induire des nécroses ou des chloroses sur N. tabacum, N. 

benthamiana ou la tomate (Simon et al., 2004). De plus, la pathogénicité dépend aussi du virus 

assistant : un variant B5 des satRNA du CMV cause des chloroses avec un virus du groupe II, alors 

que ce même satellite atténue les symptômes avec un virus du groupe I. 

b) Influence des séquences et des structures 

Comme la majorité des ARN satellites ne sont pas codants, la séquence d’ARN elle-même, est 

impliquée dans la symptomatologie. Des structures secondaires, par le biais d’interactions 

intramoléculaires, sont toujours retrouvées. Dans le cas du CMV, la mutation d’un seul nt dans le 

domaine impliqué dans la chlorose altère la spécificité d’hôte et l’induction de la maladie. L’effet 

nécrogène du satRNA D4 du CMV serait induit par une boucle de 8 nts localisée à l’extrémité  d’une 

tige présente dans la partie 5’ du brin (-). Il a été montré que le brin (-) (non encapsidé) est responsable 

des lésions nécrotiques provoquées par le satRNA D4 du CMV, et que le ratio de brin (-) par rapport 

au brin (+) augmente au cours de l’infection. Une structure secondaire conservée en 3’ du brin (+) de 

ce satRNA serait impliquée dans la promotion de la transcription du brin (-), et donc dans la 

pathogénicité (Xu and Roossinck, 2000). 

Dans le cas du satBaMV, il a été montré que ce sont les séquences 5’ qui sont impliquées dans la 

diminution de la quantité du virus assistant BaMV (Chen et al., 2007). 

c) Influence des protéines virales et de l’ARN silencing 

Les protéines codées par le virus assistant sont impliquées dans la pathogénicité de quelques ARN 

satellites. Les symptômes associés au satC peuvent être modulés par mutation de la RdRp du TCV. En 

effet, la mutation d’un seul acide aminé en position 1025 ou 1144 de la protéine p88 est suffisante 

pour passer de symptômes légers à des symptômes sévères en présence de satRNA. Mais les 

mécanismes intimes ne sont pas pour autant expliqués. De plus, la virulence du satC et la diminution 

du taux d’ARN viral du TCV sont corrélées à une diminution de la production de virions encapsidés, 

et donc à une quantité de protéine de capside libre supérieure. La CP du TCV étant un suppresseur de 

silencing, celui-ci serait directement impliqué dans la pathogénicité des ARN satellites. En effet, les 

protéines cellulaires DCL2 et DCL4 permettent la suraccumulation de satC en absence de CP alors 

qu’une CP fonctionnelle inhibe ce phénomène. Cela suggère que le mécanisme de silencing de l’hôte 

accroit la production de satC au lieu de la diminuer, et que la CP freine ce processus (Manfre and 

Simon, 2008). 



Figure III.13. : Rôle central de l’ARN silencing dans la modulation des symptômes médiés

par les ARN satellites (Hu et al., 2009). Les trois protagonistes entrent en compétition pour 

l’utilisation de l’ARN silencing. Le plus adapté (bleu) peut utiliser l’ARN silencing à son profit 

pour dégrader la cible (violet), et ainsi moduler les symptômes (jaune).
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La virulence du satellite Y-sat du CMV est aussi reliée au mécanisme de silencing. En effet, une étude 

a montré que des plants de tabac exprimant la protéine de potyvirus Hc-Pro, suppresseur de PTGS,  ne 

présentaient plus de symptômes spécifiques du CMV Y-sat, alors que les ARN du satellite sont 

toujours présents en grande quantité (Wang et al., 2004). Un modèle de l’implication du silencing est 

proposé : la forme réplicative double-brin du satellite serait clivée par Dicer en siRNA. Ces siRNA 

seraient capables de cibler des messagers cellulaires, ce qui provoquerait l’apparition des symptômes. 

La forte structure secondaire des satellites les protègerait du mécanisme de silencing. Une telle 

hypothèse est également formulée pour la pathogénicité d’agents subviraux, les viroïdes. 

Un tableau récapitulatif des interactions entre ARN satellites, virus et hôte par l’utilisation de l’ARN 

silencing a été proposé par Hu et al. (2009) (figure III.13.). Il montre que les trois protagonistes sont 

en compétition pour l’utilisation du mécanisme de l’ARN silencing à leur profit. Le plus adapté des 

trois peut cibler et dégrader un ARN précis, menant à sa survie et à la modulation des symptômes. 

 

 

 

La diversité des ARN viraux non génomiques semble illimitée. Nous avons vu que les virus produisent 

des ARN subgénomiques par des mécanismes variés. Ils produisent également des ARN non codants, 

qui présentent des rôles importants dans l’infection virale. Certains sont clivés par des protéines 

virales, d’autres par des protéines cellulaires. De plus, des ARN subviraux dont le mode de synthèse 

est encore mal compris sont également souvent retrouvés en association avec des virus assistants. La 

production de novo d’ARN satellites sous pression de l’ARN silencing a récemment été proposée 

(Hajimorad et al., 2009). 

Les études à effectuer pour découvrir l’intégralité de l’inventivité des virus sont encore nombreuses. 

Ce chapitre de ma thèse portera sur l’étude du petit ARN-3 du BNYVV. Son mode d’expression, et 

son rôle au cours de l’infection virale ont été étudiés par différentes techniques, in vivo et in vitro. 
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II. Résultats : étude du mécanisme d’expression et du rôle 

du petit ARN-3 du BNYVV 

2.1. Détection d’un ARN colinéaire à l’extrémité 3’ de l’ARN-3 en 

contexte viral 

Trois ARN subgénomiques colinéaires à l’extrémité 3’ de l’ARN-2 du BNYVV ont été décrits 

(Gilmer et al., 1992) : l’ARN-2 suba permet l’expression de la protéine de mouvement TGBp1 (triple 

gene block protein) ou p42, l’ARN-2 subb code pour les protéines TGBp2 (p13) et TGBp3 (p15), et 

enfin l’ARN-2 subc assure l’expression du suppresseur d’ARN silencing p14. Le mode de synthèse de 

ces ARN subgénomiques n’a pas encore été étudié. 

L’ARN-3 quant à lui contient trois cadres de lecture : le premier permet l’expression de la protéine 

p25, un facteur de virulence traduit à partir de l’ARN génomique, et les deux autres sont des ORF 

putatifs codant potentiellement pour les protéines p6,8 (N) et p4,6 (S). Bien que les protéines N et S 

n’aient jamais été détectées, la surexpression de N dans un vecteur d’expression induit des nécroses, 

suggérant que N pourrait être une protéine fonctionnelle, mais qui n’est pas ou peu exprimée lors de 

l’infection virale naturelle (Jupin et al., 1992). Son inactivation est sans conséquence sur l’infection 

locale et systémique. En revanche, la protéine S ne semble pas avoir de rôle particulier. L’introduction 

d’un codon stop prématuré ne modifie pas les symptômes, ni le mouvement à longue distance (Lauber 

et al., 1998). Il semble donc que la protéine S ne soit pas exprimée lors de l’infection virale. 

 

L’infection de feuilles de C. quinoa, B. macrocarpa, B. vulgaris ou N. benthamiana par un inoculum 

composé des ARN-1, -2 et -3 conduit à la détection par hybridation moléculaire d’un ARN colinéaire 

à l’extrémité 3’ de l’ARN-3. Son extrémité 5’ a été déterminée par "run-off transcription" : il 

comprend les 544 derniers nts de l’ARN-3 (1232 à 1776). Sa séquence contient l’intégralité de l’ORF 

de la protéine S et lui permettrait donc d’exprimer potentiellement cette protéine qui n’a jamais été 

détectée. Le rôle de cet ARN-3 subgénomique (ARN-3sub) n’est toujours pas compris. 

Des analyses avaient été effectuées pour caractériser le promoteur putatif de cet ARN subgénomique. 

Une délétion de la séquence de 332 nts autour du +1 de transcription, de -87 à +245, réinsérée en 

amont dans l’ARN-3 provoque la disparition de l’ARN-3sub de taille sauvage, et induit la production 

d’un ARN-3sub de taille supérieure, correspondant à la taille d’un ARN dont le +1 de transcription 

serait placé précisément en amont. Cette séquence de 332 nts a donc été caractérisée comme 

promoteur de l’ARN-3sub (Balmori et al., 1993). 
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Figure III.14. : Expression transitoire des constructions R3 et NR3. A. Représentation 

schématique des constructions utilisées. Les rectangles représentent les cadres de lecture. P : 

promoteur ; TERM : terminateur ; polyA : queue polyadénylée. Sous les constructions, les traits 

indiquent les ARN transcrits. Leurs tailles respectives sont indiquées à droite. B. Analyse par 

northern blot des ARN totaux de feuilles infiltrées par les agrobactéries exprimant les constructions 

présentées en A en présence (+) ou en absence (-) de protéine p19. A gauche, la membrane est 

hybridée à l’aide d’une sonde ciblant la partie 3’ de l’ARN-3, à droite, la sonde utilisée cible la 

séquence 5’ UTR. C. Recherche par western-blot à l’aide d’un anticorps polyclonal de la protéine 

p25 dans les protéines totales de feuilles infiltrées par p19 additionné des constructions R3 ou NR3. 

Les quantités de protéines déposées sont identiques comme l’indiquent les bandes aspécifiques * 
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Si le rôle de l’ARN-3sub n’est pas d’exprimer une protéine, la question est de savoir quel est son 

rôle ? De plus, rien n’indique que le mode d’expression est bien une initiation interne de la 

transcription (voir paragraphe I.1.2.1). Nous nous sommes alors intéressés à la compréhension du 

mécanisme de production de cet ARN-3sub. 

2.2. L’expression transitoire de l’ARN-3 permet la synthèse de 

l’ARN-3sub 

2.2.1. Analyse par northern-blot de l’ARN-3 exprimé transitoirement 

Des vecteurs binaires permettant l’expression transitoire de l’ARN-3 entier (R3 pour réplicatif), et de 

l’ARN-3 privé des séquences 5’ (293 nts) et 3’ (49 nts) UTR (NR3 pour non réplicatif) ont été 

construits. L’agroinfiltration de ces constructions a été réalisée sur feuille de N. benthamiana, en 

présence ou en absence de la protéine p19, un suppresseur de silencing, afin d’améliorer l’expression 

des transgènes. Les ARN totaux extraits ont été analysés par northern blot, en utilisant des sondes 

spécifiques de la région 5’ ou de la région 3’ de l’ARN-3. Des ARN totaux extraits de lésions de C. 

quinoa infecté par les ARN-1, -2 et -3 du BNYVV ont également été déposés sur gel, et servent de 

marqueurs de position. 

Les tailles attendues des ARN exprimés transitoirement sont supérieures à celles de l’ARN-3 viral 

sauvage, car les ARN correspondent à la séquence virale additionnée de la séquence terminateur de la 

transcription du vecteur d’expression (211 nts), et ont une queue polyadénylée supplémentaire. Ainsi, 

R3 et NR3 possèdent respectivement une taille théorique d’environ 2100 nts et 1800 nts, alors que  

l’ARN-3 viral sauvage a une taille d’environ 1800 nts, en incluant la séquence 3’ polyadénylée (figure 

III.14.A.). 

L’utilisation d’une sonde 5’ révèle un signal correspondant à l’ARN-3 exprimé en contexte viral 

(figure III.14.B.). Aucun signal n’est détecté pour l’ARN-3sub, puisque la sonde 5’ ne le cible pas. En 

ce qui concerne l’expression transitoire des ARN, aucun signal fort n’est détecté. On remarque 

toutefois de faibles bandes d’environ 200 nts dans le cas de R3 en présence ou en absence de p19. 

Dans le cas de NR3, la sonde utilisée ne permet pas de révéler l’ARN tronqué de la partie 5’. 

En utilisant une sonde 3’, qui révèle à la fois l’ARN-3 génomique mais également l’ARN-3sub, de 

forts signaux apparaissent pour R3 et NR3 en présence de p19 (figure III.14, gauche). Pour NR3 une 

bande co-migre avec l’ARN-3 génomique viral, d’environ 1800 nts, pouvant correspondre à l’ARN 

entier NR3. Dans le cas de R3, aucune bande à 2100 nts n’est détectée, indiquant que R3 entier n’est 

pas présent.  

D’autre part, les protéines extraites des feuilles infiltrées ont également été analysées par western-blot 

à l’aide d’un anticorps polyclonal dirigé contre la protéine p25 du BNYVV. Alors que la construction 

NR3 permet l’expression de p25, la protéine n’est pas détectée avec la construction R3. Cela peut 
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Figure III.15. : Utilisation de la technique du 5’RACE (Rapid Amplification cDNA End) pour 

caractériser les extrémités 5’ d’ARN. A. Représentation schématique des réactions de 5’RACE 

attendues selon le traitement préalable des ARN avant réverse-transcription et amplification par 

PCR. Les quatre combinaisons de traitement CIP et TAP mènent à la production de différentes 

molécules dont l’extrémité 5’ peut être ou non accessible à la ligation du linker. B. Résultats du 

5’RACE obtenus après RT-PCR sur les ARN produits en expression transitoire (gauche) ou en 

contexte viral (droite). Les quatre pistes --, -+, +- et ++ correspondent aux quatre combinaisons de 

la partie A. de la figure.
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s’expliquer par la présence de l’ARN NR3 entier, alors que l’ARN R3 entier codant pour p25 n’est pas 

retrouvé. 

Curieusement, des bandes d’environ 900 nts sont détectées pour R3 et NR3 en présence de p19. Ces 

signaux pourraient correspondre à des ARN-3sub possédant la séquence terminatrice de transcription  

exprimés à partir des ARN R3 et NR3 (respectivement 870 et 820 nts). L’ARN-3sub serait-il alors 

exprimé en contexte transitoire, sans l’aide des partenaires viraux impliqués dans la réplication ? 

2.2.2. Caractérisation de l’extrémité 5’ du fragment 3’ 

Afin de valider l’hypothèse de l’expression de l’ARN-3sub en contexte transitoire, nous avons voulu 

déterminer la position exacte du nt 5’ terminal. Pour ce faire, nous avons utilisé la méthode de 

5’RACE, ou Rapid Amplification cDNA End. Cette méthode consiste en la ligation d’un 

oligoribonucléotide de séquence connue, appelé linker, en 5’ d’un ARN. Une transcription inverse est 

réalisée en utilisant un oligonucléotide de séquence complémentaire à l’ARN d’intérêt. Des PCR sont 

ensuite réalisées, avec des oligonucléotides s’hybridant à la séquence complémentaire du linker, et à 

notre séquence d’intérêt (figure III.15.). Les produits de PCR sont alors clonés, séquencés et analysés. 

La séquence retrouvée directement en aval de la séquence du linker correspond à l’extrémité 5’ de 

l’ARN.  

La première étape, impliquant une ligation, ne fonctionne que sur un ARN muni d’une extrémité 5’ 

phosphorylée. Une coiffe empêche la ligation du linker et ne permet pas l’amplification ultérieure. 

L’utilisation successive de deux enzymes permet une caractérisation plus fine de l’extrémité 5’ : la 

CIP (Calf Intestinal alkaline Phosphatase) est capable de déphosphoryler l’extrémité 5’, et la TAP 

(Tobacco Acid Pyrophosphatase) peut cliver la coiffe des ARN. L’utilisation de différentes 

combinaisons de traitements avant l’étape de ligation du linker nous a permis de caractériser 

l’extrémité 5’ des molécules, en indiquant d’une part leurs positions, et d’autre part si elles sont 

accessibles (coiffée ou non). La figure III.15.A. résume l’ensemble de ces étapes de caractérisation 

d’extrémités 5’. 

Nous avons testé les échantillons d’ARN extraits des N. benthamiana infiltrées par R3 et des C. 

quinoa infectées par les ARN-1, -2 et -3. Ces échantillons ont été soumis aux quatre combinaisons de 

traitements (figure III.15.A.) : 1) sans CIP et sans TAP, 2) sans CIP et avec TAP, 3) avec CIP et sans 

TAP, et enfin 4) avec CIP et avec TAP. Si les ARN ne sont pas coiffés, les deux premières 

combinaisons permettront la ligation et donc des produits d’amplification après RT-PCR, alors que les 

deux dernières ne le permettront pas. Si l’extrémité 5’ de l’ARN est coiffée, seules les combinaisons 

2) et 4) permettront la ligation. Après ces traitements, la ligation et les étapes de transcription inverse 

et de PCR ont été réalisés à l’aide des oligonucléotides décrits en figure III.16.. Les produits de PCR 

ont été analysés sur gel d’agarose (figure III.15.B.). 



Race5
1492

262
1475

HdT12-R3
17761756

Tableau III.1. : Séquences 5’ terminales des ARN caractérisées par 5’RACE ciblant l’ARN-3 

sur les ARN en contexte viral ou en expression transitoire. La position du premier nucléotide est 

indiquée. La séquence 5’ terminale sur l’ARN-3 du BNYVV et le nombre de clones obtenus 

correspondant à ces positions sont précisées.

(A)n

RT

PCR

Figure III.16. : Oligonucléotides utilisés pour le 5’RACE ciblant l’ARN-3. Le trait noir 

représente l’ARN-3 du BNYVV. Les flèches rose et bleues correspondent aux oligonucléotides

utilisés pour la réverse-transcription et la PCR respectivement. Les tailles et les positions 

d’hybridation sont indiquées. La flèche orange correspond à l’oligonucléotide de séquence 

identique au linker ARN ligué en 5’ des ARN et qui sert à amplifier les ADNc obtenus.

ARN-3

BNYVV

1776 nts

Figure III.17. : Technique de la cRT-PCR pour caractériser les extrémités 3’ d’ARN. Les 

ARN totaux sont traités à la TAP afin d’éliminer la coiffe. L’étape ultérieure de ligation s’effectue 

dans des concentrations faibles en ARN afin de favoriser la circularisation des molécules. Une 

réverse-transcription est ensuite réalisée sur l’ARN circularisé, suivie d’une amplification par PCR. 

Les oligonucléotides utilisés sont spécifiques des séquences d’intérêt. Les produits d’amplification 

sont alors clonés et séquencés.
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TAP

self-ligation

p

OH

OH

p

OH

OH

p

OH

RT PCR

clonage et 

séquençage

5’ 3’

5’RACE ARN-3 wt 

Position Séquence Nombre 

1045 5’GUUUUAGAUGUGGAUAAUAAU… 1x 

1061 5’AUAAUGUUAUUCAAGCCCCUG… 1x 

1064 5’AUGUUAUUCAAGCCCCUGACG… 1x 

1070 5’UUCAAGCCCCUGACGGUGUUG… 1x 

1232 5’UCGUCCGAAGACGUUAAACU… 18x 

1233 5’CGUCCGAAGACGUUAAACUA… 2x 

1236 5’CCGAAGACGUUAAACUACAC… 1x 

1282 5’AUUGUUUAACGGUGUCACGUU… 1x 

5’RACE pBin R3 

Position Séquence Nombre 

1231 5’AUCGUCCGAAGACGUUAAAC… 1x 

1232 5’UCGUCCGAAGACGUUAAACU… 5x 

1233 5’CGUCCGAAGACGUUAAACUA… 1x 
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En contexte transitoire, une seule et même bande a été détectée dans les échantillons ayant subi les 

traitements 1) et 2), alors qu’aucun signal n’est visible pour les traitements 3) et 4) (figure III.15.B. 

gauche). Ce résultat indique que l’ARN n’est pas pourvu d’une coiffe à son extrémité 5’. 

En contexte viral, une multitude de bandes apparaissent dans les 4 traitements. Pourtant, une bande est 

majoritaire dans les pistes 1) et 2) (figure III.15.B. droite). Cette bande présente une taille identique 

aux bandes retrouvées en contexte transitoire, suggérant une même origine. Tout comme en expression 

transitoire, ces ARN ne sont pas coiffés en 5’. 

Les bandes ont été découpées sur gel, et clonées dans un vecteur pGEM-T pour être ensuite 

séquencées. L’analyse de 36 séquences de l’ARN-3 en contexte viral indique qu’il existe plusieurs 

populations différentes d’extrémité 5’ dont une majoritaire, retrouvées entre les positions 1045 et 1282 

(tableau III.1.) : les positions 1045, 1061, 1064, 1070, 1236 et 1242 sont retrouvées une seule fois. 

L’extrémité 5’ de l’ARN-3sub a également été retrouvée pour deux clones en position 1233. 

Toutefois, la population majoritaire correspond à une extrémité 5’ située en position 1232 de l’ARN-3 

et retrouvée 18 fois (tableau III.1.) dont un fragment cloné renferme également une séquence 

hétérologue très proche de l’ARN ribosomique 18S de Coffea arabica (analyse par blast). Cette 

séquence a pu s’insérer entre le linker et l’extrémité de l’ARN lors de l’étape de ligation, et constitue 

vraisemblablement un artefact.  

En expression transitoire, sept clones ont été analysés : l’extrémité 5’ majoritaire est retrouvée en 

position 1232 pour cinq d’entre eux, et deux autres clones correspondent aux positions 1231 et 1233. 

En contexte viral, comme en expression transitoire, nous avons retrouvé des ARN dérivés de l’ARN-3 

qui possèdent une extrémité 5’ similaire dans les deux cas. Un tel résultat confirme que l’expression 

de l’ARN-3sub est possible hors contexte viral. Pourtant, l’expression des ARN subgénomiques 

nécessite des facteurs viraux : la réplicase virale doit être présente pour synthétiser à la fois le brin (-) 

ou une partie du brin (-) de l’ARN génomique, qui servira de matrice à la synthèse de l’ARN 

subgénomique (voir introduction). De plus, un tel ARN subgénomique synthétisé par la réplicase 

virale devrait porter une coiffe à son extrémité 5’, à l’image des ARN génomiques du BNYVV. 

 

Comment expliquer la détection de l’ARN-3sub non coiffé hors contexte viral en absence de réplicase 

virale ? Nous avons supposé que l’ARN-3 subissait un clivage, suivi d’une stabilisation du fragment 

3’. Le site de clivage est inconnu, mais nous pouvons supposer qu’il ait lieu en amont de l’extrémité 

de l’ARN-3sub. En effet, nous avons certes détecté un site majoritaire de l’extrémité 5’ de l’ARN-

3sub, mais également d’autres positions. Cela indique que le clivage ne se produit pas en un site 

spécifique entre deux nts précis comme le ferait une endonucléase spécifique, mais plutôt en amont. 

Le fragment 3’ précurseur potentiel de l'ARN-3sub pourrait ensuite être dégradé progressivement 

jusqu’à la position préférentielle 1232 qui serait stabilisée. 

Le fragment 5’ issu du clivage et dont la taille hypothétique serait de 1232 nts n’est pas retrouvé par 

northern blot, et serait donc dégradé. Rappelons que nous avions détecté un fragment 5’ d’environ  



ARN-3

BNYVV

1776 nts

BN3r-74-58
7458

BN3f-74-89

74 89

BN3r-62-42

42 62

(A)n

RT

PCR

Tableau III.2. : Résultats des analyses des séquences obtenues après amplification PCR de 

fragments issus d’ADNc produits suite à la réverse-transcription d’ARN circulaires (cRT-

PCR) obtenus en contexte viral (ARN-3 wt) ou transitoire (pBin R3). La position sur l’ARN-3 

du dernier nucléotide détecté est indiquée. Les séquences 3’ terminales des fragments et le nombre 

de clones correspondant à ces positions sont précisés.

Figure III.18. : Oligonucléotides utilisés pour la cRT-PCR ciblant l’ARN-3. Le trait noir 

représente l’ARN-3 du BNYVV. Les flèches rose et bleues correspondent aux oligonucléotides

utilisés pour la réverse-transcription et la PCR respectivement. Leur orientation et les positions 

d’hybridation sont précisées par rapport à la séquence de l’ARN-3.

cRT-PCR ARN-3 wt 

Position Séquence Nombre

89 …GCCUGUTGGGUUUCCUGACC-3’ 1x 

94 …UUGGGUUUCCUGACCGACCA-3’+CCG 1x 

96 …GGGUUUCCUGACCGACCAAA-3’ 1x 

97 …GGUUUCCUGACCGACCAAAU-3’+AG 1x 

97 …GGUUUCCUGACCGACCAAAU-3’+G 1x 

100 …UUCCUGACCGACCAAAUCCA-3’ 1x 

100 …UUCCUGACCGACCAAAUCCA-3’+G 1x 

101 …UCCUGACCGACCAAAUCCAA-3’ 3x 

102 …CCUGACCGACCAAAUCCAAG-3’ 1x 

103 …CUGACCGACCAAAUCCAAGC-3’ 1x 

110 …ACCAAAUCCAAGCGAGCUUA-3’+G 1x 

212 …UAGACAUAUUACGAACGCUU-3’+G 1x 

cRT-PCR pBin R3 

Position Séquence Nombre 

91 …CUGUUGGGUUUCCUGACCGA-3’ 2x 

96 …GGGUUUCCUGACCGACCAAA-3’ 1x 

97 …GGUUUCCUGACCGACCAAAU-3’ 1x 

101 …UCCUGACCGACCAAAUCCAA-3’ 1x 

106 …ACCGACCAAAUCCAAGCGAG-3’ 1x 

108 …CGACCAAAUCCAAGCGAGCU-3’ 2x 

109 …GACCAAAUCCAAGCGAGCUU-3’ 1x 

111 …CCAAAUCCAAGCGAGCUUAA-3’ 1x 

112 …CAAAUCCAAGCGAGCUUAAU-3’ 1x 

115 …AUCCAAGCGAGCUUAAUCCA-3’ 1x 

116 …UCCAAGCGAGCUUAAUCCAA-3’ 1x 

122 …CGAGCUUAAUCCAAGUACCU-3’ 1x 

162 …GUGAAUAAGCAUAGUGACUC-3’ 1x 

163 …UGAAUAAGCAUAGUGACUCC-3’ 1x 

172 …AUAGUGACUCCAUCGUUUCA-3’ 2x 

182 …CAUCGUUUCAGGGUAGUUGA-3’ 3x 

185 …CGUUUCAGGGUAGUUGACGG-3’ 1x 

186 …GUUUCAGGGUAGUUGACGGC-3’ 1x 

190 …CAGGGUAGUUGACGGCUAUU-3’ 1x 

192 …GGGUAGUUGACGGCUAUUAA-3’ 1x 

193 …GGUAGUUGACGGCUAUUAAU-3’ 2x 

194 …GUAGUUGACGGCUAUUAAUA-3’ 1x 

196 …AGUUGACGGCUAUUAAUAGA-3’ 1x 

197 …GUUGACGGCUAUUAAUAGAC-3’ 1x 

198 …UUGACGGCUAUUAAUAGACA-3’ 1x 

214 …GACAUAUUACGAACGCUUCU-3’ 1x 

303 …UUUUGAAUUUCUAUUCUUCG-3’ 1x 
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200 nts par northern blot dans le cas de R3+p19, qui pourrait correspondre à une dégradation du 

fragment 5’ produit suite au clivage de l’ARN-3 (figure III.14.B.). 

2.2.3. Recherche des fragments 5’ putatifs par cRT-PCR 

Afin de valider notre hypothèse, nous avons procédé à la recherche du fragment 5’ par transcription 

réverse d’ARN circularisé et amplification par PCR (cRT-PCR) (figure III.17.). La technique de cRT-

PCR permet de caractériser les extrémités 3’ des ARN. Elle consiste en la circularisation des ARN par 

ligation des extrémités 3’ et 5’ d’un même brin. Une transcription inverse est réalisée en utilisant un 

oligonucléotide complémentaire à la région 5’ de l’ARN qui se prolonge ainsi sur la partie 3’ du 

fragment circularisé. Une amplification par PCR est ensuite effectuée en utilisant des oligonucléotides 

correspondant aux séquences 5’ et 3’ de l’ARN en orientation opposée (dans le cas de l’ARN-3, les 

oligonucléotides utilisés sont décrits en figure III.18.). Les produits d’amplification sont déposés sur 

gel, clonés et séquencés. 

La caractérisation de fragments 5’ d’ARN-3 présents en contexte viral indique dix positions 

différentes d’extrémités 3’, retrouvées entre les positions 89 et 212 (tableau III.2.). Les positions 89, 

94, 96, 102, 103, 110 et 212 ne sont retrouvées qu’une seule fois. Les sites 97 et 100 sont retrouvés 

deux fois, et la position 101 est détectée 3 fois. Etonnamment, des séquences additionnelles sont 

parfois détectées, entre les extrémités 3’ et 5’. Il s’agit de petits motifs CCG, AG, ou G. Si des 

enzymes sont capables d’ajouter des nts en 3’ d’ARN aberrants, il s’agit principalement de 

polyadénylations (Lange et al., 2009). Toutefois, les mécanismes de la dégradation des ARN aberrants 

ne sont pas complètement élucidés. Les nts additionnels retrouvés dans cette expérience pourraient 

diriger les ARN vers une nouvelle voie de dégradation. 

La même expérience a été menée pour l’ARN-3 exprimé transitoirement dans les feuilles de N. 

benthamiana. Vingt-sept positions différentes ont été retrouvées (tableau III.2.), dont trois sont 

redondantes avec celles retrouvées sur l’ARN-3 en contexte viral (96, 97 et 101). La majorité des 

positions n’est retrouvée qu’une fois, mais les sites 91, 108, 172 et 193 sont détectées deux fois, et la 

position 182 est retrouvée trois fois. Comme dans le cas de l’ARN-3 en contexte viral, aucune position 

majoritaire n’est retrouvée quand l’ARN-3 est exprimé transitoirement. Il faut noter ici qu’aucun nt 

additionnel n’est retrouvé. 

 

Ces résultats indiquent que l’ARN-3 exprimé transitoirement se comporte de la même manière que 

l’ARN-3 en contexte viral. Dans les deux cas, les fragments 5’ retrouvés peuvent être des produits de 

dégradation de l’ARN-3, ou des produits de synthèse inachevée. Cependant, ces deux populations 

impliquent des ARN polymérases différentes. En contexte viral, c’est la RdRp virale qui produit 

l’ARN-3 au niveau du cytoplasme, alors qu’en expression transitoire c’est l’ARN polymérase II 

cellulaire qui effectue cette fonction mais au niveau nucléaire. 



Benyvirus

Cucumovirus

BNYVV-3

BNYVV-5

BSBMV-3

BSBMV-4

CMV-1

CMV-2

CMV-3

TAV-1

TAV-2

TAV-3

Figure III.19. : Conservation de la séquence coremin sur le génome de plusieurs virus. La 

position de la séquence coremin sur chaque ARN génomique viral (rectangle gris) est indiquée par 

un trait rouge. Les séquences coremin sont encadrées en rouge.
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Ces résultats vont dans le sens de notre hypothèse de départ, à savoir une dégradation de l’ARN-3 

jusqu’à une position stable produisant l’ARN-3sub. Cette dégradation peut se produire à partir de 

l’extrémité 5’ ou suite à un clivage interne suivi de l’action d’exonucléases 5’!3’ et 3’!5’ pouvant 

expliquer la présence des petits ARN. Si les résultats sont proches dans les deux cas, les exonucléases 

impliquées peuvent différer puisque la localisation cellulaire en contexte viral est supposée être 

cytoplasmique, alors que l’ARN exprimé en contexte transitoire peut être nucléaire. 

 

2.3. Séquence coremin : une séquence multifonctions 

2.3.1. Conservation d’une séquence de 20 nucléotides en amont de l’extrémité 
5’ de l’ARN-3sub, appelée coremin 

Nous avons montré que l’ARN-3sub n’est pas coiffé et précisé son extrémité exacte en position 1232. 

Cette position diffère du site initialement identifié situé en position 1230 (Balmori et al., 1993). La 

position 1232 est localisée deux nts en amont d’une séquence conservée nommée "coremin", et dont la 

séquence ribonucléotidique est la suivante : 5’-GUCCGAAGACGUUAAACUAC-3’. Coremin est 

retrouvée dans la séquence 3’UTR d’un autre ARN du BNYVV, l’ARN-5, en position 1149 à 1168. 

Un autre membre du genre Benyvirus, le BSBMV (Beet soil borne mosaic virus), comporte également 

cette séquence sur les ARN-3 et -4, en position 1237 à 1256 et en position 1304 à 1323, 

respectivement. Enfin, coremin est également retrouvée sur les ARN-1, -2 et -3, (en positions 3087-

3106, 2730-2749, et 1885-1904, respectivement) des CMV de groupe II, et d’un autre cucumovirus, le 

TAV (en positions 3093-3112, 2754-2773, 1903-1922, respectivement) (figure III.19.).  

 

Parallèlement à mon travail de thèse, d’autres laboratoires se sont intéressés à cette séquence 

particulière sur le génome du CMV (de Wispelaere and Rao, 2009). Les CMV de groupe II 

synthétisent un ARN-5 considéré comme un ARN subgénomique. En réalité, l’ARN-5 comprend une 

population d’ARN contenant les séquences des ARN-1, -2 et -3, indiquant qu’il dérive de ces trois 

ARN génomiques. Des études ont permis de montrer que la séquence box1 du CMV (= coremin), est 

impliquée dans l’accumulation de l’ARN-5 du CMV (de Wispelaere and Rao, 2009). L’analyse des 

séquences de l’ARN-5 a révélé que son extrémité 5’ est positionnée deux nts en amont de la séquence 

box1. De plus, une étude structurale en solution et des analyses bioinformatiques ont permis de 

déterminer que les 12 premiers nts de box1 sont impliqués dans la formation d’une structure 

secondaire en tige-boucle (Thompson et al., 2008). 

Cette conservation de séquence entre genres distincts de virus nous a poussés à rechercher une 

fonction particulière de ce motif. Chez le BNYVV, la séquence coremin est située à la fois dans le 

"promoteur" putatif de l’ARN-3 (1147-1479) (Balmori et al., 1993), mais également dans la région de 
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Tableau III.3. : Séquences 5’ et 3’

terminales des ARN caractérisées par 

5’RACE et par cRT-PCR, ciblant l’ARN-

5 du BNYVV et l’ARN-3 du BSBMV en 

contexte viral. Pour le 5’RACE, la position 

du premier nucléotide est indiquée. La 

séquence 5’ terminale sur l’ARN et le 

nombre de clones obtenus correspondant à

ces positions sont précisées. Pour la cRT-

PCR, la position sur l’ARN du dernier 

nucléotide détecté est indiquée. Les 

séquences 3’ terminales des fragments et le 

nombre de clones correspondant à ces 

positions sont précisés.

Figure III.20. : Oligonucléotides utilisés pour les 5’RACE et les cRT-PCR ciblant l’ARN-5 du 

BNYVV et l’ARN-3 du BSBMV. Le trait noir représente l’ARN. Les flèches rose et bleues 

correspondent aux oligonucléotides utilisés pour la réverse-transcription et la PCR respectivement. 

Leur orientation et les positions d’hybridation sont précisées par rapport à la séquence des ARN. 

Les flèches orange correspondent à l’oligonucléotide de séquence identique au linker ARN ligué en 

5’ des ARN et qui sert à amplifier les ADNc obtenus.
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RT

PCR

RT
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5’RACE ARN-5 BNYVV 

Position Séquence Nombre 

1146 5’ ACGUCCGAAGACGUUAAACU 8x

1147 5’ CGUCCGAAGACGUUAAACUA 1x 

1162 5’ AACUACCCGCAUAUGCGGUG 1x 

5’RACE ARN-3 BSBMV 

Position Séquence Nombre 

1234 5’-UAGUCCGAAGACGUUAAACU 5x 

1235 5’-AGUCCGAAGACGUUAAACUA 2x 

1239 5’-CGAAGACGUUAAACUACGUG 1x 

1260 5’-CGUUUUAUAUGACAGUGUGG 1x 

1261 5’-GUUUUAUAUGACAGUGUGGG 1x 

1267 5’-UAUGACAGUGUGGGUCCGAA 1x 

1279 5’-GGUCCGAAGACGUAAAACUA 1x 

cRT-PCR ARN-5 BNYVV 

Position Séquence Nombre 

119 …GUACCUUUUCGACUACCUCA-3’+GG 1x 

120 …UACCUUUUCGACUACCUCAA-3’ 1x 

121 …ACCUUUUCGACUACCUCAAU-3’ 1x 

122 …CCUUUUCGACUACCUCAAUU-3’ 1x 

123 …CUUUUCGACUACCUCAAUUU-3’ 1x 

124 …UUUUCGACUACCUCAAUUUG-3’+G 1x 

125 …UUUCGACUACCUCAAUUUGA-3’+G 1x 

134 …CCUCAAUUUGAAAACGAGUG-3’+G 1x 

142 …UGAAAACGAGUGUAAAGUAA-3’+G 1x 

143 …GAAAACGAGUGUAAAGUAAA-3’+GG 1x 

177 …ACAAAAAUAGCCCUCCAUAC-3’+G 1x 

188 …CCUCCAUACGGUACGAUUUA-3’ 2x 

190 …UCCAUACGGUACGAUUUAUA-3’+GG 1x 

195 …ACGGUACGAUUUAUAAUCAU-3’ 1x 

cRT-PCR ARN-3 BSBMV 

Position Séquence Nombre 

195 …GGGUAGUUGAGCGCUUUUGC-3’ 1x 

196 …GGUAGUUGAGCGCUUUUGCA-3’ 2x 

199 …AGUUGAGCGCUUUUGCAUCA-3’ 1x 

204 …AGCGCUUUUGCAUCAAGUUA-3’ 2x 

204 …AGCGCUUUUGCAUCAAGUUA-3’+G 1x 

205 …GCGCUUUUGCAUCAAGUUAU-3’ 1x 

206 …CGCUUUUGCAUCAAGUUAUU-3’ 1x 

207 …GCUUUUGCAUCAAGUUAUUA-3’ 1x 
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l’ARN-3 impliquée dans le mouvement à longue distance du BNYVV sur B. macrocarpa (1033-1266) 

(Lauber et al., 1998). 

2.3.2. La séquence coremin des ARN-5 du BNYVV et ARN-3 du BSBMV 

Les ARN-5 du BNYVV et l’ARN-3 du BSBMV portent tous les deux la séquence conservée coremin. 

Les isolats disponibles au laboratoire ont permis de mener des infections virales sur feuille de C. 

quinoa : les ARN-1, -2 du BNYVV ont été coinoculés avec d’une part l’ARN-5 du BNYVV, et 

d’autre part l’ARN-3 du BSBMV (Ratti et al., 2009). Les ARN totaux issus de lésions locales ont été 

extraits et analysés par 5’RACE à l’aide des oligonucléotides décrits en figure III.20.. Seuls des 

fragments non coiffés ont pu être amplifiés. Ces fragments ont été clonés et séquencés. Les séquences 

5’RACE correspondent à des fragments 3’ de l’ARN-5 positionnés à partir des nts 1146 (8 clones), 

1147 (1 clone) et 1162 (1 clone) (tableau III.3.). Ici encore, la position retrouvée majoritairement est 

localisée deux nts en amont de la séquence coremin. Ainsi nous avons pu montrer que l’ARN-5 

produit lui aussi un ARN non codant de 229 nts dont l’extrémité 5’ contient la séquence coremin.  

La même approche a été conduite sur l’ARN-3 du BSBMV. Le séquençage de douze clones a révélé 

l’existence de sept extrémités 5’ situées entre les nts 1234 et 1279 (tableau III.3.). La position 1234 

est la plus représentée (retrouvée 5 fois) et se situe également à deux nts en amont de la séquence 

coremin de l’ARN-3 du BSBMV (1236-1255). 

Des expériences de cRT-PCR ont ensuite été réalisées sur les mêmes échantillons d’ARN, à l’aide des 

oligonucléotides décrits en figure III.20.. Dans le cas de l’ARN-5 du BNYVV, 14 extrémités 3’ ont 

été détectées de 119 à 195. Pour l’ARN-3 du BSBMV, huit sites différents sont retrouvés, de 195 à 

207 sans aucune position majoritaire.  

Ces résultats rappellent ceux obtenus avec l’ARN-3 du BNYVV et nous laissent envisager un mode de 

production identique de ces petits ARN non codants, qui impliquerait un clivage de l’ARN viral et sa 

dégradation par des exonucléases jusqu’à des sites de stabilisation. 

 

Dans le laboratoire, des tests de complémentation fonctionnels entre le BNYVV et le BSBMV avaient 

été réalisés. La coinoculation des ARN-1 et -2 du BNYVV et de l’ARN-3 du BSBMV complémente à 

70% le mouvement à longue distance du virus sur B. macrocarpa (Ratti et al., 2009). Ainsi, un ARN 

distinct de l’ARN-3 du BNYVV portant la séquence coremin, et pris en charge par la réplicase du 

BNYVV, est capable de complémenter le mouvement à longue distance médié habituellement par 

l’ARN-3, et en particulier par la séquence 1033-1266. Si les ARN-3 du BSBMV et du BNYVV 

possèdent des extrémités 5’ et 3’ similaires, seule la séquence coremin est conservée dans la région 

interne. En effet, les séquences de l’ARN-3 du BSBMV et de sa protéine p29 sont plus proches des 

séquences de l’ARN-5 du BNYVV et de sa protéine p26 que de l’ARN-3.  
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Figure III.21. : Mutations introduites dans la séquence coremin de l’ARN-3. A. Seules les 

séquences du motif coremin et des nucléotides proches sont montrées. Les positions 5’ et 3’ de la 

séquence coremin sont précisées. Les nucléotides conservés dans la séquence coremin par rapport à

l’ARN sauvage sont représentés en noir. Les mutations sont indiquées en rouge. Les nucléotides en 

orange correspondent au réverse-complément de la séquence coremin. Les flèches indiquent 

l’orientation de la séquence coremin. B. Structure prédite par M-fold des séquences coremin des 

ARN mutants. Les énergies libres !G (kcal/mole) sont indiquées.
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Nous avons également pu montrer que l’ARN-5 du BNYVV ajouté aux ARN-1 et -2 du même virus 

permet un mouvement systémique effectif dans moins de 5% des cas (résultat non montré). 

 

Les trois ARN des benyvirus comportant la séquence coremin permettent l’accumulation de fragments 

d’ARN 3’, dont l’extrémité est située deux nts en amont de ladite séquence coremin. De plus, ils 

permettent le mouvement à longue distance du virus, avec plus ou moins d’efficacité. Dans le cas de 

l’ARN-3 du CMV, les résultats décrits par Thompson et al. montrent qu’une mutation qui affecte la 

structure de la séquence box1 retarde l’infection du CMV sur N. tabacum et pourrait agir sur la 

pathogénicité du CMV (Thompson et al., 2008). Il faut rappeler que deux autres motifs box1 sont 

présents sur les ARN génomiques -1 et -2, et qu’ils peuvent avoir des rôles redondants. Nous avons 

donc émis l’hypothèse que la séquence coremin pourrait être impliquée dans le mouvement à longue 

distance des benyvirus sur l'hôte naturel. Afin de confirmer l’implication de la séquence coremin dans 

ce processus, nous avons effectué une mutagenèse de la séquence coremin de l’ARN-3 du BNYVV. 

2.3.3. Mutagenèse de la séquence coremin sur l’ARN-3 du BNYVV 

La séquence coremin est située dans une région non-traduite. Les mutations que nous avons choisi 

d’introduire n’affectent que l’ARN. En nous basant sur les analyses M-fold de la séquence box1 

(coremin) et de la structure publiée (Thompson et al., 2008), nous avons créé trois mutants affectant 

plus ou moins fortement la tige-boucle (figure III.21.). Le mutant K comporte trois mutations dans la 

boucle (CGA!GAC), conduisant à une énergie libre $G de -2,9 kcal/mole, plus forte que le sauvage 

(-1,7 kcal/mole). Le mutant C possède également cette mutation, additionnée de deux substitutions 

(CG!GC) qui déstabilisent la tige et diminue l’énergie $G à -0,5 kcal/mole. Enfin, le mutant E 

comporte la séquence réverse complémentaire à la séquence coremin, qui se retrouve alors sur le brin 

antigénomique de l’ARN-3. La séquence réverse de coremin peut toujours adopter une structure en 

tige-boucle très stable (-4,1 kcal/mole) mais qui se trouve cependant décalée sur la séquence car ce 

sont les nts 3’ de coremin qui sont impliqués. La séquence de la tige-boucle E est également différente 

de celle du sauvage. 

a) Rôle de coremin sur l’accumulation de la protéine p25 

L’ARN-3 sauvage et ses trois formes mutées ont été inoculés en présence des ARN-1 et -2 sur feuille 

de C. quinoa. L’observation visuelle des lésions n’a pas révélé de différence significative des 

symptômes sept jours post-infection (non montré), suggérant que l’expression de la protéine p25 avait 

toujours lieu. Comme nous le verrons plus loin, les mutations introduites n’affectent pas 

l’accumulation de l’ARN-3. L’analyse moléculaire des protéines a été réalisée sur des lésions locales 

individuelles. Chaque piste des gels représente une lésion unique (figure III.22.). Les quantités de 

protéines totales déposées sont identiques (figure III.22.A. panneau du bas à droite), tout comme 
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Figure III.22. : Effet des mutations de la séquence coremin de l’ARN-3 sur l’infection virale. 

A. Western blot anti p25 sur les protéines extraites des feuilles de C. quinoa infectées par les 

ARN-1, -2 et -3 sauvage et mutés. Chaque piste représente une lésion locale. B. Analyse par 

northern-blot à l’aide d’une sonde 3’ des ARN extraits des feuilles supérieures de B. macrocarpa

infectées par les ARN-1, -2 et -3 sauvage et mutés. Le nombre de plantes présentant des symptômes 

de systémie est indiqué sous la photo. C. Analyse par northern-blot des ARN extraits des lésions de 

C. quinoa infectées par les ARN-1, -2 et -3 sauvage et mutés (sonde 3’). D. Analyse par northern-

blot des ARN extraits des N. benthamiana infiltrées par les constructions R3, R3K, R3E et R3C. 

Des ARN de feuille de C. quinoa infectées par les ARN-1, -2 et -3 servent de témoin de taille.
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l’accumulation de la protéine CP codée par l’ARN-2 (figure III.22.A. panneau du milieu à droite), 

ce qui signifie que les échantillons sont comparables l’un à l’autre. Nous avons ainsi pu constater que 

les mutations E et C induisaient une forte diminution de la quantité de protéine p25 synthétisée (figure 

III.22.A. panneau gauche et haut à droite). Par contre, la mutation K, qui affecte uniquement la 

boucle de coremin, est sans effet puisque la protéine p25 est détectée à des taux comparables au 

sauvage. Ces résultats suggèrent que les nts situés dans la boucle ne sont pas importants pour 

l’accumulation efficace de la protéine p25, mais que la stabilité de l’hélice tout comme sa position sont 

essentiels. La séquence coremin serait donc nécessaire à la bonne expression de la protéine p25, par 

régulation de la synthèse ou de la stabilité de la protéine. Il faut cependant rappeler que la protéine p25 

est efficacement exprimée dans un système réplicon, en absence de séquence coremin en aval de 

l’ORF. La stabilité de la protéine p25 n’est donc pas dépendante de coremin. En revanche, la 

traduction de la protéine p25 dans le contexte sauvage de l’ARN-3 semble nécessiter une structure 

impliquant l’hélice de coremin. De telles séquences ribonucléotidiques 3’ régulatrices, appelées TPP 

riboswitch (thiamine pyrophosphate) ont été décrites comme capables de réguler l’expression d’ORF 

situées en amont chez les plantes (Bocobza and Aharoni, 2008). 

Enfin, l’absence de différences de symptômes sur feuilles de C. quinoa suggère que seule une faible 

expression de la protéine p25 suffit à induire des chloroses jaunes. 

b) Rôle de coremin sur le mouvement systémique viral 

L’ARN-3 et la séquence core renfermant coremin jouent un rôle dans le mouvement à longue distance 

du BNYVV. Afin d’analyser le rôle de coremin sur le mouvement systémique, nous avons infecté des 

plantes B. macrocarpa, qui, rappelons-le permettent une infection généralisée par le BNYVV en 

présence d’ARN-3. Chaque mutant associé aux ARN-1 et -2 a été inoculé à huit plantes. Les 

symptômes ont été observés 21 jours après l’inoculation. En présence de l’ARN-3 sauvage, les 

symptômes caractéristiques de systémie sont visibles sur 7 des 8 plantes inoculées. Aucune plante 

présentant des symptômes de systémie n’a été obtenue suite à l’infection des mutants de l’ARN-3 

(0/8) (figure III.22.B.). L’absence de symptômes pouvant s’expliquer par la faible expression de la 

protéine p25, nous avons recherché les ARN viraux dans les feuilles supérieures par hybridation 

moléculaire. Si l’ARN-3 et l’ARN-3sub sont détectés dans les feuilles supérieures des plantes 

inoculées par l’ARN-3 sauvage, aucun ARN viral n’est détecté dans les plantes infectées par les ARN-

3 mutés (figure III.22.B.). Seule la mutation de trois nts dans la boucle suffit à prévenir le mouvement 

à longue distance. Ces résultats indiquent que l’intégrité de la séquence coremin est requise pour 

assurer le mouvement à longue distance du virus. 

c) Rôle de coremin sur l’accumulation de l’ARN-3sub 

Nous avons bien entendu analysé l’effet des mutations introduites sur l’accumulation de l’ARN-3sub. 

Les ARN totaux issus des lésions locales de C. quinoa infectées par les ARN-3 sauvages et mutés ont 
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Figure III.23. : cRT-PCR effectuée sur les ARN mutés K, E et C. A. Oligonucléotides utilisés 

pour les cRT-PCR et 5’RACE ciblant l’ARN-3 (sauvage et mutés) du BNYVV. Le trait noir 

représente l’ARN viral. Les flèches rose et bleues correspondent aux oligonucléotides utilisés pour 
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d’hybridation sont indiquées. Les doubles-flèches représentent la taille des amplicons suivant la 

méthode utilisée. B. Produits d’amplification obtenus après cRT-PCR et analysés sur gel d’agarose 

coloré au BET. C. Tableau représentant les positions préférentielles des extrémités 5’ terminales 

obtenues par cRT-PCR.
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été analysés par northern blot à l’aide d’une sonde ciblant la région 3’ de l’ARN-3. Dans tous les cas, 

l’ARN-3 génomique est détecté en quantité équivalente, indiquant une réplication similaire des ARN-

3 mutés et sauvages (figure III.22.C.). En revanche, l’ARN-3sub n’est pas détecté pour les trois 

mutants K, E et C, et seul un smear correspondant à des produits 3’ plus courts apparaît. Ce résultat 

nous a conduit à émettre deux hypothèses : soit l’ARN-3sub n’est pas produit dans le cas des mutants, 

soit il est dégradé plus efficacement que l’ARN-3sub sauvage. Les ARN-3 génomiques sauvage ou 

mutés s’accumulent en quantités similaires. Nous avons donc privilégié la deuxième hypothèse : en 

effet, en conditions non saturantes, l’absence de clivage devrait aboutir à une accumulation plus forte 

des ARN génomiques mutés.  

Afin de se soustraire à l’amplification des ARN viraux, les trois formes mutées de l’ARN-3 ont été 

introduites dans un vecteur binaire. Des plantes N. benthamiana ont été agroinfiltrées par ces 

constructions. Cinq jours plus tard, les ARN totaux extraits des feuilles infiltrées ont été analysés par 

hybridation moléculaire. Comme précédemment, nous avons retrouvé l’ARN-3sub dans les tissus 

infiltrés par la construction exprimant l’ARN-3 sauvage. Aucune bande n’est détectée dans les tissus 

exprimant les constructions des ARN-3 mutés (figure III.22.D.). Ce résultat suggère que les ARN-3 

mutés sont également clivés, et que le fragment 3’ n’est pas stabilisé. 

Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons procédé à une analyse 5’RACE sur les ARN extraits 

des plantes infectées par les ARN-3 sauvages et mutants en utilisant les mêmes oligonucléotides que 

précédemment. Aucun produit de PCR n’a pu être obtenu dans le cas des mutants. Afin de favoriser 

les chances d’obtenir des amplicons, nous avons procédé à une analyse cRT-PCR sur les fragments 3’. 

Cette technique permet d’inclure la séquence 3’ terminale polyadénylée dans l’amplicon, et permet 

donc l’amplification de fragments plus grands (figure III.23.A.). Les amplicons ont été déposés sur 

gel d’agarose et colorés au BET (figure III.23.B.) : le fragment le plus grand est retrouvé dans la piste 

correspondant à l’ARN sauvage. Les ARN mutés donnent des profils moins nets, avec des bandes de 

taille plus faible que le sauvage. Nous avons directement séquencé l’ADN amplifié, sans procéder au 

clonage des fragments PCR. Alors que l’ARN-3 sauvage présente une séquence unique avec une 

extrémité 5’ identique à la première expérience (1232), plusieurs séquences sont superposées mais 

lisibles dans le cas des trois mutants. L’apparition de séquences polyadénylées dans la séquence 

indique la position de la ligation avec la queue 3’ de l’ARN-3. Le nt en amont de la séquence 

polyadénylée correspond donc au premier nt 5’ du fragment le plus court retrouvé. Pour le mutant K, 

la première position retrouvée est située en 1308 de l’ARN (figure III.23.C.). Pour les deux autres 

mutants E et C, la position retrouvée est identique et correspond au nt 1281. Ces sites sont situés en 

aval de la position retrouvée pour l’ARN-3 sauvage. 

Ces résultats étayent l’hypothèse d’un clivage en amont de la séquence coremin, suivi d’une 

dégradation 5’!3’ du fragment 3’. La séquence coremin stabiliserait le fragment 3’ non-codant car sa 

mutation conduit à l’apparition de fragments d’ARN plus courts, difficilement amplifiés par 5’RACE 

et faiblement visualisés par northern-blot (figure III.22.C., pistes K, E et C). 
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Figure III.24. : Analyse par northern-blot de la stabilité en solution des ARN-3sub sauvage et 

muté synthétisés in vitro. Les ARN ont été incubés in vitro dans des extraits de germes de blé

purifiés. Des fractions aliquotes prélevées à différents temps ont été analysées par hybridation 

moléculaire à l’aide d’une sonde 3’. La quantité résiduelle d’ARN par rapport au t0 a été

déterminée à l’aide du logiciel ImageJ et est indiquée en pourcentage sous chaque piste.
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Figure III.25. : Analyse de l’encapsidation des ARN-3 mutants. Les ARN totaux extraits des 

lésions à l’aide du tampon polysome (gauche) et à l’aide d’un tampon Tris-MgCl2 suivi d’une 

incubation de 30 min à 37°C (droite) sont analysés par northern-blot. La sonde cible la partie 3’ de 

l’ARN-3. L’extraction au tampon polysome reflète l’ensemble des ARN viraux alors qu’une 

extraction au tampon Tris-MgCl2 ne permet de récupérer que les ARN encapsidés et protégés de 

l’action des nucléases.
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2.3.4. Analyse de la stabilité de l’ARN-3sub 

Nous avons cherché à déterminer si une modification de la séquence coremin pouvait affecter la 

stabilité de l’ARN in vitro. Pour cela nous avons cloné les différentes séquences correspondant aux 

ARN-3sub sous contrôle d’un promoteur T7 et réalisé la transcription in vitro de l’ARN-3sub sauvage 

et de l’ARN-3sub portant la mutation K. Des quantités identiques d’ARN ont été incubées dans des 

extraits de germes de blé purifiés au phénol-chloroforme et nous avons mesuré par hybridation 

moléculaire la quantité d’ARN-3 résiduelle après 30 min, 2 et 6 heures d’incubation à 25°C. Les 

résultats sont présentés sur la figure III.24.. Comme on peut le voir, l’ARN-3sub K disparaît plus 

rapidement que l’ARN-3sub sauvage. En effet, après 6h d’incubation, si 50% des ARN-3sub ont été 

dégradés, plus de 70% des formes mutées ont disparu. Cette déstabilisation in vitro n’est bien sûr pas 

comparable à celle observée sur plante où l’ARN-3sub K disparaît "totalement", et pourrait être due à 

la présence de 3 G supplémentaires ou du triphosphate en 5’ des ARN transcrits in vitro. 

2.3.5. Test d’encapsidation des ARN mutants K, E, et C 

Puisque les trois mutants de l’ARN-3 K, E et C ne permettent pas de mouvement à longue distance, 

nous avons cherché à savoir s'ils étaient toutefois encapsidés. Ainsi, des lésions locales ont été 

prélevées de plantes infectées par les ARN-1, -2 et -3 sauvage ou muté. Les ARN ont été extraits de 

ces lésions par deux méthodes d’extraction décrits par Gilmer et al. (1992) : 1) une extraction au 

tampon polysome qui permet l’extraction des ARN totaux, 2) une extraction au Tris-MgCl2 suivie 

d’une incubation de 30 min à 37°C, qui permet la dégradation des ARN non protégés par la protéine 

de capside. Les ARN ont été analysés par northern-blot à l’aide d’une sonde ciblant la partie 3’ de 

l’ARN-3 (figure III.25.). Les ARN génomiques sauvages et mutés sont détectés dans les deux 

méthodes d’extraction, indiquant que les ARN mutants sont capables d’être encapsidés aussi bien que 

l’ARN-3 sauvage. L’ARN-3sub quant à lui n’est présent que dans l’échantillon extrait au tampon 

polysome. Le contrôle interne de cette expérience repose sur la disparition de l’ARN-3sub après 

incubation 30 min à 37°C puisqu’il n’est pas encapsidé (Gilmer et al., 1992). Ces résultats indiquent 

que l'absence de mouvement systémique n'est pas reliée à un défaut d'encapsidation des ARN mutants. 

2.3.6. Analyse de mutants de délétion et d’insertion de coremin 

Les travaux de Balmori et al. (1993) avaient permis de montrer qu’il était possible de déplacer la 

séquence core "promotrice" de l’ARN-3sub pour produire un ARN-3 subgénomique plus grand. Nous 

avons réutilisé certaines des constructions et produit deux nouveaux variants de l’ARN-3 possédant 

deux séquences core (figure III.26.A.).  

La construction pA$B est délétée de la séquence 1320 à 1580 et ne possède donc plus la séquence 

coremin. Dans le mutant pAStu12, la séquence 1150 à 1480 a été délétée et réinsérée en amont en 
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Figure III.26. : Mutants de délétion et d’insertion de la séquence core dans l’ARN-3. A. Les 

différentes constructions obtenues par délétion et insertion, utilisées pour des infections sur plantes 

hôtes. Les délétions et insertions sont indiquées par des traits pointillés et leur taille est précisée à

droite. Les flèches verte et rouge indiquent respectivement la séquence coremin sauvage, et la 

séquence coremin correspondant au mutant C. B. Infection de C. quinoa par les constructions 

additionnées des ARN-1 et -2 du BNYVV. C. Infection de B. macrocarpa par les ARN-1 et -2 

supplémentés des mêmes constructions. Les ARN sont révélés avec une sonde ciblant la partie 3’

de l’ARN-3 (trait orange). Les chiffres sous la photo indiquent le nombre de plantes montrant des 

symptômes de systémie 21 jours après infection. Les triangles facilitent la visualisation des bandes 

observées. 
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position 655. Une telle réinsertion a été reproduite dans les clones complets de l’ARN-3 sauvage et 

dans le mutant C pour produire les vecteurs pINTEL35 et pINTELC, respectivement et qui possèdent 

ainsi deux séquences core. Ainsi, la construction pINTEL35 possède deux motifs coremin sauvages. 

La construction pINTELC, qui dérive du mutant C, possède un motif coremin sauvage dans la région 

insérée, et une séquence coremin possédant cinq mutations (voir paragraphe 3.3.). Les transcrits 

provenant de toutes ces constructions ont été inoculés en présence des ARN génomiques -1 et -2 sur 

des plantes de C. quinoa et de B. macrocarpa afin de rechercher respectivement la présence de 

produits de clivage et leur effet sur le mouvement à longue distance. Sept jours après inoculation, les 

ARN totaux ont été extraits de 5 lésions locales de C. quinoa pour chaque construction. Les résultats 

de l’analyse par northern blot indiquent que tous les ARN mutants sont répliqués puisqu’ils sont 

retrouvés dans les lésions locales (figure III.26.B.). Alors que l’ARN-3sub est détecté en présence 

d’ARN-3 sauvage, la construction pA$B ne permet pas son accumulation. La construction pAStu12 

conduit à l’apparition d’un fragment de taille supérieure (environ 1041 nts), comme décrit 

précédemment (Balmori et al., 1993). La construction pINTEL35, qui contient deux motifs coremin, 

permet l’accumulation de quatre fragments d’ARN : 1) un ARN qui correspond à l’ARN-3sub, 2) 

deux ARN de taille supérieure, qui correspondraient à la taille de fragments d’environ 1371 nts, 

potentiellement produits via la séquence coremin amont, et 3) un fragment plus grand, correspondant à 

l’ARN-3 génomique recombinant. La construction pINTELC permet l’accumulation des trois 

fragments les plus grands détectés pour pINTEL35, mais en plus faible quantité. Aucun fragment 

correspondant à l’ARN-3sub C n’est retrouvé. 

Ces résultats indiquent que l’insertion d’une séquence coremin supplémentaire permet l’accumulation 

d’une nouvelle population de fragments, dont la taille correspond à la partie 3’ de l’ARN située en 

aval de coremin. 

 

L’efficacité de la mise en place du mouvement à longue distance par ces ARN-3 mutés a été testée en 

infectant des B. macrocarpa par chacune des constructions en présence des ARN-1 et -2. L’analyse 

par northern-blot des ARN extraits des B. macrocarpa confirme ceux obtenus sur des feuilles de C. 

quinoa infectées par les mêmes constructions (figure III.26.C.). Les symptômes de systémie ont été 

recherchés 21 jours post-infection (figure III.26.C., sous les photos). L’absence d’expression de la 

protéine p25, due à une insertion dans sa séquence codante, permet toutefois l’apparition de 

symptômes légers caractéristiques (Tamada et al., 1999). Les plantes infectées par l’ARN-3 sauvage 

montrent toutes (6/6) des jaunissements des feuilles supérieures qui sont également recourbées (non 

montré). Les constructions pA$B et pINTELC ne montrent aucun symptôme caractéristique. Les 

constructions pINTEL35 et pAStu12 induisent de faibles symptômes des feuilles supérieures sur 1 des 

6 plantes infectées. L’analyse par western-blot des protéines totales extraites de patchs prélevés sur les 

feuilles supérieures présentant des symptômes confirme la présence de CP dans les plantes infectées 

par les constructions pINTEL35 et pAStu12 (figure III.26.C., panneau bas). Nous n’avons pas pu 
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détecter de CP dans les feuilles supérieures des plantes infectées par les constructions pA$B et 

pINTELC. Cependant, l’absence de symptômes nous a conduits à prélever aléatoirement des patchs et 

nous ne pouvons donc pas exclure la présence de CP dans des feuilles non analysées. 

Si la séquence coremin est essentielle au mouvement à longue distance, au vu de ces résultats il 

semble que sa position sur l’ARN est également un facteur important. En effet, l’absence de séquence 

coremin du mutant pA$B ne permet pas de mouvement systémique. La réinsertion d’une séquence 

coremin en amont dans les constructions où la séquence coremin en position 1234 est absente 

(pAStu12) ou mutée (pINTELC) ne restaure que très peu efficacement le mouvement à longue 

distance. Il est intéressant de noter que le mutant pINTEL35 ne permet pas un mouvement à longue 

distance efficace, alors qu’il possède la séquence coremin dans son contexte sauvage. Ces résultats 

indiquent que la séquence coremin seule n’est pas suffisante pour permettre la systémie. Son contexte 

structural est sans doute essentiel à son bon fonctionnement dans la systémie. 

De plus, nous pouvons donc conclure que la production de l’ARN-3sub n’est pas corrélée à la mise en 

place du mouvement à longue distance. Le mutant pINTEL35 produit l’ARN-3sub, mais ne permet 

pas un mouvement à longue distance efficace. 

 

Nous avons vu que le clivage est total dans le cas de l’expression transitoire de l’ARN-3 sur feuille de 

N. benthamiana puisque seul l’ARN-3sub est retrouvé. En contexte viral, le clivage n’est que partiel 

car à la fois l’ARN-3 génomique et l’ARN-3sub sont présents. Un facteur viral pourrait alors être 

impliqué dans la régulation du clivage, qui permettrait la protection de l’ARN-3 génomique contre sa 

dégradation. Nous nous sommes alors intéressés au mécanisme de clivage de l’ARN-3. 

2.4. Etude du mécanisme de clivage de l’ARN-3 

2.4.1. Rôle de l’ARN silencing 

La séquence coremin est constituée d’un motif de 20 nts. Il était naturel de penser que cette séquence 

pouvait être reconnue par le mécanisme de silencing et être la cible d’un clivage par un miRNA ou un 

siRNA cellulaire. Afin de répondre à cette question, nous avons recherché la présence de petits ARN 

de séquence complémentaire à la séquence coremin dans les ARN totaux de plantes hôtes et non hôtes. 

Ainsi, des petits ARN de N. benthamiana, d’A. thaliana, B. vulgaris, C. quinoa et B. macrocarpa ont 

été purifiés et analysés par northern blot, à l’aide d’une sonde coremin radiomarquée. Puisque la 

population de petits ARN peut être modifiée en conditions de stress comme par exemple lors d’une 

infection virale ou d’une agroinfiltration, les petits ARN de C. quinoa infectée par les ARN-1 et -2 du 

BNYVV ont aussi été analysés. Des siRNA issus de la dégradation de l’ARN-3 pouvant être produits 

par le mécanisme de PTGS, nous n’avons pas inclu l’ARN-3 dans nos expériences. Quelle que soit la 
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Figure III.27. : Recherche des petits ARN homologues ou complémentaires à la séquence 

coremin par northern blot. ARN de plantes saines utilisés : Nb (N. benthamiana) ; At (A. 

thaliana) ; Bv : (B. vulgaris) ; Cq (C. quinoa) ; Bm (B. macrocarpa). ARN de plante infectées 

utilisés : Cq12 (C. quinoa infectée par les ARN-1 et -2 du BNYVV). Oligonucléotides utilisés 

comme témoin : coremin (oligonucléotide de séquence coremin) et erocmin (oligonucléotide de 

séquence complémentaire à coremin). La membrane a été hybridée une première fois avec la 

sonde erocmin, puis réhybridée avec la sonde coremin. * correspond au marquage résiduel de la 

première hybridation.

Figure III.28. : Analyse par northern-blot des ARN totaux extraits des lésions de plantes 

infectées par les ARN-1, -2 et -3 privés ou non de la protéine p14, et mutés ou non dans la 

séquence coremin. Les sondes utilisées ciblent les parties 5’ des ARN-1 et -2, et la partie 3’ de 

l’ARN-3.
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plante utilisée, hôte ou non hôte, saine ou infectée, aucune accumulation de petits ARN de séquence 

complémentaire à coremin n’a pu être détectée (figure III.27., panneau haut). 

Nous avons aussi recherché la présence dans ces mêmes extraits de petits ARN de séquence identique 

à la séquence coremin. Pour cela, une sonde nommée erocmin a alors été utilisée. Là encore, aucun 

petit ARN de séquence attendue n’a pu être détecté (figure III.27., panneau bas).  

Ces résultats indiquent que les plantes n’expriment pas (ou trop faiblement pour être détectés) 

spontanément, ou en condition de stress, des petits ARN pouvant cibler la séquence coremin sur 

l’ARN génomique, ni la séquence complémentaire sur l’ARN antigénomique. Un tel résultat était 

prévisible puisque nous avons précédemment vu que l’ARN-3sub résultait probablement d’un clivage 

de l’ARN-3 suivi d’une dégradation 5’!3’. De plus, l’ARN-3sub s’accumule en expression transitoire 

en présence de protéine p19, suppresseur de silencing. Si l’ARN-3 était clivé par un miRNA, la 

protéine p19, piège à miRNA, aurait probablement inhibé le clivage. 

 

Au laboratoire, Kamal Hleibieh a pu montrer l’interaction entre la protéine p14 et la séquence coremin 

in vivo dans un système triple-hybride, et in vitro par gel retard. Nous avons alors voulu savoir si la 

protéine p14, suppresseur faible d’ARN silencing, pouvait interférer dans le clivage de l’ARN-3 ou 

favoriser sa stabilisation. Pour cela, nous avons utilisé un inoculum n’exprimant pas la protéine p14, 

composé des ARN-1, -2$p14 (Gilmer et al., 1992) et -3 et comparé les résultats obtenus lors de 

l’infection avec les ARN-1, -2 et -3 sauvages. Six jours après infection, les ARN totaux des lésions 

locales ont été extraits et leur contenu a été analysé par northern-blot. Les résultats sont présentés sur 

la figure III.28. et révèlent qu’en absence de protéine p14, le clivage a toujours lieu, tout comme 

l’accumulation de l’ARN-3sub sauvage. Dans le cas des mutants K, E et C, les ARN-3sub ne semblent 

pas s’accumuler. Ainsi, la protéine p14 n’est pas impliquée dans la production de l’ARN-3sub, ni dans 

sa stabilisation. 

2.4.2. Les extraits de germes de blé permettent le clivage de l’ARN-3 

L’ARN-3 est clivé par un facteur inconnu : très probablement cellulaire, et de nature nucléique 

(ribozyme) et/ou protéique. Afin d’étudier le clivage dans un système simple où nous pouvons 

contrôler davantage de paramètres, nous avons voulu savoir si l’ARN-3 pouvait être clivé dans un 

système acellulaire de germes de blé. Ces extraits contiennent l’ensemble des facteurs nécessaires à la 

traduction, et sont majoritairement privés de nucléases qui dégraderaient les ARN incubés pour les 

expériences de traduction in vitro. Nous avons incubé des transcrits coiffés de l’ARN-3 et des ARN 

mutants K, E et C dans des extraits de germes de blé. Après deux heures d’incubation, les ARN ont été 

analysés par northern-blot (figure III.29.). Des quantités identiques de milieu réactionnel ont été 

déposées dans chaque piste. Nous avons pu constater que la quantité d’ARN-3 génomique diminue 

entre le temps T0 et le temps T120, pour chacun des ARN testés. Un petit ARN de la taille de l’ARN-



Figure III.29. : Analyse par northern blot des transcrits de l’ARN-3 sauvage et mutés soumis 

à une cinétique d’incubation dans des extraits de germes de blé. Les échantillons prélevés à 0 et 

2 h d’incubation, ont été analysés grâce à une sonde ciblant la partie 3’ de l’ARN-3.
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Figure III.30. : Incubation des transcrits de l’ARN-3 sauvage en présence de tampon (A) ou 

d’ARN totaux d’extrait de germes de blé hautement purifiés (B). A. Analyse par northern blot 

des transcrits de l’ARN-3 incubés en présence de tampon, prélevés après 0, 2, 6, 12 et 24 h 

d’incubation. A gauche, utilisation d’une sonde 5’ et à droite d’une sonde 3’. Les ARN extraits de 

feuille infectée servent de témoin positif. B. Analyse par northern blot des transcrits de l’ARN-3 

incubés en présence d’extraits de germes de blé purifiés au phénol puis au phénol-chloroforme-

alcool isoamylique (25:24:1). Les ARN ont été prélevés après 0, 2, et 6 h d’incubation. A gauche, 

utilisation d’une sonde 5’ et à droite d’une sonde 3’.
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3sub est détecté lorsque l’ARN-3 sauvage est utilisé et pas dans les extraits contenant les ARN-3 

mutés. Cette expérience indique que tous les ARN testés sont soumis à une dégradation progressive et 

que seul l’ARN-3 sauvage permet la stabilisation d’un fragment 3’, comme cela a été montré lors des 

expériences d’expression transitoire et dans les tissus infectés. Ainsi, le système acellulaire de germes 

de blé semble contenir des facteurs impliqués dans le mécanisme de clivage similaires à ceux mis en 

évidence in planta. 

2.4.3. Le clivage n’est pas la conséquence d’un ribozyme (cis ou trans) 

Puisque des ARN sont capables de s’autocliver (ribozymes, pour revue voir Talini et al., 2009), nous 

avons testé si le clivage de l’ARN-3 pouvait se produire en cis. Pour cela, nous avons incubé des 

transcrits de l’ARN-3 dans un tampon contenant des ions Mg
2+

 pendant 24 heures à 25°C. L’analyse 

des ARN par northern blot à l’aide de sondes 5’ et 3’ ne nous a pas permis de révéler de clivage dans 

ces conditions. En effet, seule une bande correspondant à l’ARN-3 entier est visible, et aucune bande 

de taille inférieure n’apparaît au bout de 24 heures d’incubation (figure III.30.A.). Ces résultats 

indiquent que l’ARN-3 n’est pas un cis-ribozyme, ou que la réaction ne peut pas se faire dans ces 

conditions. 

Les ribozymes peuvent aussi agir en trans : dans ce cas, un ARN permet le clivage d’un autre ARN. 

Puisque les extraits de germes de blé contiennent les facteurs nécessaires au clivage, nous avons voulu 

tester si ces ARN pouvaient permettre le clivage en trans de l’ARN-3. Des transcrits de l’ARN-3 ont 

donc été soumis à une incubation dans le même tampon que précédemment, mais en ajoutant des ARN 

de germes de blé purifiés par extraction au phénol puis au phénol-chloroforme-alcool isoamylique 

(25:24:1). L’analyse des ARN par northern blot avec des sondes ciblant les extrémités 5’ et 3’ de 

l’ARN-3 révèle une bande unique correspondant à l’ARN-3 entier (figure III.30.B.). Aucun clivage 

n’a pu être mis en évidence. 

Ces deux résultats indiquent qu’un ribozyme n’est probablement pas responsable du clivage de 

l’ARN-3, ni en cis ni en trans, ou qu’il ne peut pas se produire dans de telles conditions. Le clivage 

nécessiterait donc un facteur protéique, ou ribonucléoprotéique. 

2.4.4. Un facteur protéique est impliqué dans le clivage 

Les transcrits de l’ARN-3 ont ensuite été incubés en présence d’extraits de germes de blé partiellement 

purifiés au phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1). Ces extraits partiellement purifiés 

contiennent donc des acides nucléiques, mais également des protéines. L’ARN-3 a été incubé dans cet 

extrait partiellement purifié et des quantités identiques de milieu réactionnel ont été prélevées après 

deux et six heures d’incubation et analysées par northern blot (figure III.31.). L’utilisation d’une 

sonde 5’ (nts 1 à 380) révèle l’apparition de plusieurs bandes, dont une de poids moléculaire faible qui 
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Figure III.31. : Incubation des transcrits de l’ARN-3 en présence de germes de blé faiblement 

purifiés. A. Les transcrits de l’ARN-3 ont été incubés dans les germes de blé faiblement purifiés, et 

analysés à l’aide de sondes ciblant les parties 5’ et 3’ de l’ARN-3. B. Effet de l’EDTA : les 

transcrits de l’ARN-3 ont été incubés en présence ou en absence de 10 mM EDTA, pendant 4 

heures. Les prélèvements effectués à 0, 2 et 4 heures ont été analysés par northern blot à l’aide des 

sondes 5’ et 3’ ciblant l’ARN-3. Les bandes d’intérêt sont indiquées par des flèches.
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s’accumule majoritairement. Cette bande pourrait correspondre aux fragments 5’ détectés par cRT-

PCR dans les ARN extraits de plantes infectées. L’ARN-3 entier quant à lui disparaît après 6h 

d’incubation. Des bandes de haut poids moléculaires sont également détectées, indiquant qu’une 

dégradation s’opère également à partir de l’extrémité 3’. D’autres bandes de tailles intermédiaires sont 

retrouvées et correspondent à celles présentes dans l’échantillon témoin contenant les ARN totaux de 

feuille infectée, indiquant une dégradation similaire de l’ARN-3 en contexte viral sur feuille, et en 

incubation in vitro avec un extrait de germes de blé. 

Une sonde 3’ montre également l’accumulation de trois bandes de tailles inférieures, et la disparition 

de l’ARN-3 génomique après 6 heures d’incubation. Les molécules de grande taille qui s’accumulent 

lors de la cinétique ne sont pas retrouvées dans les ARN extraits de feuille infectée. Elles 

correspondent à des intermédiaires de dégradation s’opérant en 5’ de l’ARN-3, et qui ne sont pas 

stabilisés in vivo (paragraphe 2.2.2.). En revanche, on observe l’apparition d’un fragment de taille 

similaire à l’ARN-3sub. Ces résultats indiquent que l’ARN-3 est dégradé in vitro de façon similaire à 

celle décrite in vivo.  

Cependant, des bandes supplémentaires à celles retrouvées lors d’incubation en extrait de germes de 

blé apparaissent. L’extraction au phénol-chloroforme a pu libérer des nucléases. L’ajout d’un 

inhibiteur de nucléases (RNaseOUT™) dans le milieu permet de limiter l’action des nucléases de type 

RNase A, RNase B et RNase C, mais pas des nucléases de type RNase 1, RNase T1, RNase T2, 

nucléase S1 et RNase H. Ainsi, des nucléases additionnelles à celle réellement impliquée dans le 

clivage sont probablement responsables de l’apparition des fragments supplémentaires. Une autre 

explication pourrait être que les facteurs impliqués dans la stabilisation de fragments spécifiques sont 

absents de l’extrait purifié. 

 

Des tests d’incubations des transcrits ont également été réalisés dans les mêmes conditions mais les 

extraits ont été additionnés de 10 mM d’EDTA. Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 

III.31.B.. Ils montrent qu’en présence de ce chélateur d’ions divalents, le clivage n’a plus lieu puisque 

les ARN restent entiers après 4h d’incubation. Le facteur impliqué dans le clivage nécessite donc pour 

son action la présence d’ions divalents dans le milieu qui agissent soit comme cofacteur protéique soit 

comme stabilisateur de structures de l’ARN. 

L’extrait partiellement purifié de germes de blé pourrait contenir un facteur protéique ou 

ribonucléoprotéique impliqué dans la dégradation. Bien sûr, les facteurs présents dans cet extraits et 

les conditions physiologiques ne sont pas les mêmes qu’in vivo (protéines, ARN, pH, ions …), et les 

phénomènes que l’on observe ne sont pas réellement identiques à ceux observés in vivo. Cependant, la 

recherche d’un facteur impliqué dans le clivage de l’ARN-3 n’est pas aisée. Puisque nous supposons 

maintenant qu’il s’agirait d’un facteur protéique ou ribonucléoprotéique, nous avons voulu tenter de 

déterminer la ou les protéines impliquées dans le clivage. 

 



Figure III.32. : Gel coloré au bleu colloïdal des 

protéines purifiées à partir d’extrait de germes de 

blé. La piste à gauche correspond au marqueur de 

poids moléculaire. Les flèches indiquent les bandes 

prélevées et analysées par MS-MS.

Tableau III.4. : Protéines de germes de blé analysées par MS-MS. C correspond à l’indice de 

confiance de l’identification. Le nom des protéines, le nombre de peptides obtenus, le numéro 

d’accès, le pourcentage de recouvrement et l’indice de confiance sont indiqués.

- +
C

Identification Nb peptides Peptides N° d'accès % recouvrement C

ribosomal protein L3-B2 [Triticum aestivum ] 1 HGSLGFLPR 118152402 29

Os04g0349500 [Oryza sativa  (japonica cultivar-group)] 

40S ribosomal protein S8
1 TLDSHIEEQFGSGR 115457852 6

ribosomal protein L2 [Glycine max ] 1 GVVTDVIHDPGR 12054507 4

57471706 10

464639 5

115459270 18

57471712 24

60S ribosomal protein L23 [Nicotiana tabacum] 1 ECADLWPR 730536 5

AYEGVPPPYDR 

EVGWNYADTIR
2

IQGIPHLRPTEYK 

TVNRPYGGVLSGPAVR
2

2
HSNIPAHISPCFR 

VKEGDHVIIGQCRPLSK

2
YLEDVLAHK 

RYLEDVLAHK

ribosomal protein L13a [Triticum aestivum ]

60S ribosomal protein L17-1 [Hordeum vulgare]

Os04g0502300 [Oryza sativa  (japonica cultivar-group)] 

40S ribosomal protein S11

ribosomal protein l34 [Triticum aestivum ]
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2.4.5. Identification des protéines présentes dans les germes de blé 

partiellement purifiés 

Les protéines présentes dans les germes de blé partiellement purifiés ont été analysées. Un échantillon 

a été déposé sur un gel SDS-PAGE. Après migration, le gel a subi une coloration au bleu colloïdal 

(figure III.32.). Les bandes détectées ont été prélevées et les protéines en ont été extraites puis 

analysées par  la technique de MS-MS. Sept protéines ont pu être identifiées et sont décrites dans le 

tableau III.4.. Toutes les protéines identifiées correspondent à des protéines ribosomiques : L3-B2 de 

Triticum aestivum, S8 de Oryza sativa, L2 de Glycine max, L13a de Triticum aestivum, L17-1 de 

Hordeum vulgare, S11 de Oryza sativa, I34 de Triticum aestivum, et L23 de N. tabacum. Les protéines 

ribosomiques sont les protéines les plus représentées dans la cellule. Cette analyse nous conduit à 

penser que la méthode de purification employée n’est pas adéquate puisqu’elle ne révèle que des 

protéines présentes en grandes quantités. Cependant, nous n’avons encore aucune indication sur le rôle 

de l’une d’entre elles dans le clivage, ou encore, si une autre protéine, non détectée car présente en 

trop faible concentration, pourrait être responsable du clivage. Afin de répondre à ces questions, la 

purification et l’analyse de l’effet des protéines ribosomiques identifiées sur le clivage serait 

intéressantes. En revanche, si la protéine impliquée n’a pas pu être caractérisée par cette technique de 

purification, il faudrait alors procéder à une analyse comparative (par gel bidimensionnel) des 

protéines présentes dans un extrait capable de cliver l’ARN à un autre extrait qui en est incapable. 

2.4.6. Rôle de la protéine NbXRN4 dans l’accumulation de l’ARN-3sub 

Les ARN viraux du TBSV, du CNV et du WNV subissent une dégradation 5’!3’, effectuée par la 

protéine XRN4 ou un homologue (voir paragraphe 2.2.). Nous nous sommes donc intéressés à cette 

protéine afin de savoir si elle pouvait également être impliquée dans la dégradation de l’ARN-3 du 

BNYVV, menant à la production de l’ARN-3sub. 

La famille des protéines XRN chez A. thaliana est exprimée dans tous les organes principaux de la 

plante (racines, feuilles, tiges, fleurs) (Kastenmayer and Green, 2000). Elles fonctionnent comme des 

5’!3’ exonucléases dont l’activité est bloquée par des séquences polyG lorsqu’elles sont exprimées 

dans la levure, à l’image de la protéine de levure Xrn1p. La famille des protéines AtXRN ressemble 

structuralement davantage à Xrn2p/Rat1p qui possède une localisation nucléaire, qu’à Xrn1p qui se 

localise dans le cytoplasme. Pourtant AtXRN4-GFP est cytoplasmique et ne complémente pas la 

fonction du mutant rat1-1
ts
. XRN4 est impliquée dans la dégradation des produits 3’ non coiffés issus 

d’un clivage par un miRNA (Souret et al., 2004). La protéine est également considérée comme un 

suppresseur d’ARN silencing puisque les mutants xrn4 présentent une augmentation globale du 

mécanisme d’ARN silencing. Cette activité peut être reliée au fait que les transgènes aberrants sont 

moins dégradés et peuvent induire l’ARN silencing (Gazzani et al., 2004). AtXRN4 a également un 



123+rep5-XRN4123+rep5-GFP

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

- 20 nts

- ARN-3

- ARN-3sub

sonde XRN4

sonde 3’ ARN-3

Figure III.34. : Effets de la construction rep5-XRN4 sur l’accumulation de siRNA spécifiques, 

de l’ARN-3 viral et du messager endogène de XRN4 dans des N. benthamiana infectées par les 

ARN-1, -2 et -3 supplémentés de rep5-XRN4 ou rep5-GFP. A. Recherche de siRNA spécifiques 

de XRN4 par northern-blot à l’aide d’une sonde dirigée contre la partie du messager de XRN4 cloné

(panneau du haut), et analyse par northern-blot des effets sur l’accumulation d’ARN-3 et d’ARN-

3sub (panneau du bas). La quantité d’ARN totaux déposée dans chaque piste est visualisée par 

coloration au BET. Chaque piste représente une plante individuelle. B. Analyse du taux de 

messagers de XRN4 endogènes par qRT-PCR dans des plantes individuelles infectées par les 

ARN-1, -2, -3 et rep5-GFP, et par les ARN-1, -2, -3 et rep5-XRN4.
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Figure III.33. : Constructions utilisées pour la mise en place du silencing dirigé contre XRN4.

La construction rep5-XRN4 contient un fragment de l’ARNm de NbXRN4. La construction 

hpXRN4 possède la même séquence, doublée et inversement-répétée de part et d’autre d’un intron. 

Les quantification par qRT-PCR ciblent l’ARN messager endogène uniquement.
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rôle dans la voie de l’éthylène, en inhibant l’action de la protéine à F-box EBF1/2 dont la fonction est 

de dégrader EIN3 (Potuschak et al., 2006).  

 

Nous avons cloné une partie du gène de la protéine NbXRN4 dans le vecteur d’expression viral rep5 

(figure III.33.). Ce vecteur d’expression, ou réplicon, est issu de l’ARN-5 du BNYVV (Schmidlin et 

al., 2005). L’ARN est répliqué par la RdRp du BNYVV, et permet l’expression des protéines clonées. 

Dans notre cas, nous voulions savoir si le rep5 pouvait constituer un vecteur de VIGS (virus induced 

gene silencing) efficace pouvant cibler l’ARN messager du gène NbXRN4 endogène. Pour cela, nous 

avons donc infecté des plantes N. benthamiana avec les ARN-1, -2 et -3, supplémentés des transcrits 

rep5-XRN4. Nous avons recherché les marqueurs de l’ARN silencing et la présence de l’ARN-3 viral 

dans les feuilles infectées sept jours après inoculation. A l'aide d'une sonde ciblant la séquence de 

XRN4, nous obtenons de forts signaux au niveau des ARN de haut poids moléculaire dans les pistes 

contenant le rep5-XRN4, mais nous n’avons pas pu observer de siRNA spécifiques, suggérant 

l’absence de l’ARN silencing ou son contournement par le BNYVV (figure III.34.A.). Nous avons 

toutefois voulu savoir si l’expression du gène était affectée. Nous avons procédé à la quantification de 

l’expression endogène du gène NbXRN4 par RT-PCR quantitative sur les ARN de 4 plantes infectées 

par les ARN-1, -2, -3 et rep5-GFP et 4 plantes infectées par les ARN-1, -2, -3 et rep5-XRN4. Les 

résultats sont présentés dans la figure III.34.B.. Comme on peut le voir, une variabilité de la quantité 

du messager de XRN4 est observée dans les plantes infectées par les constructions exprimant rep5-

XRN4 mais pas rep5-GFP. Il est alors difficile de comparer les données. Toutefois, le fait qu’il n'y ait 

pas de différence significative entre les plantes infectées avec le rep5-GFP et le rep5-XRN4 n’est pas 

étonnant puisqu’on ne détectait pas de siRNA spécifiques de XRN4. L’implication de la protéine p14, 

suppresseur de silencing, dans ce phénomène est probable. Ainsi, le vecteur rep5 ne peut pas être 

utilisé comme vecteur efficace de VIGS. 

Nous avons tout de même analysé l’accumulation de l’ARN-3 et de l’ARN-3sub par northern-blot 

(figure III.34.A.). Si les ARN-3 génomiques et subgénomiques sont détectés en présence de rep5-

XRN4 et de rep5-GFP, aucune corrélation ne peut être établie entre le taux de XRN4 endogène et 

l’accumulation des ARN viraux. 

 

Nous avons alors décidé de créer une hairpin permettant la production de siRNA dirigeant 

l'inactivation de l’ARN messager de XRN4 cette fois-ci en expression transitoire (figure III.33., 

hpXRN4). L’efficacité de l’hairpin, nommée hpXRN4, à produire des siRNA a été testée : des 

agrobactéries contenant la construction hpXRN4 ont été infiltrées dans des feuilles de N. benthamiana. 

Les siRNA dirigés contre XRN4 ont été recherchés dans ces plantes. Alors que les plantes infiltrées 

par hpXRN4 montrent des siRNA spécifiques, aucun signal n’est observé dans les plantes infiltrées 

par le vecteur vide pFGC (figure III.35.A.). Une analyse par qRT-PCR a permis de quantifier 
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l’ARN-3sub. A. Recherche des siRNA spécifiques de XRN4 par northern-blot. B. Analyse par 

qRT-PCR du taux de messagers de XRN4 endogènes (graphique). C. Effet de hpXRN4 sur 

l’accumulation de l’ARN-3sub en co-expression transitoire. Les ARN des plantes co-infiltrées ont 

été analysés par northern-blot à l’aide d’une sonde dirigée contre XRN4 (panneau du haut) et contre 

la partie 3’ de l’ARN-3 (panneau du bas). La quantité d’ARN chargée peut être visualisée par 

coloration au BET (sous les deux panneaux).

Figure III.36. : Effet des constructions NR3 et R3 sur le taux de XRN4. A. Quantification 
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R3, NR3 et pFGC. B. Quantification relative par qRT-PCR du taux d’ARN-3 dans les même 
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l’expression du gène de XRN4 : le taux de XRN4 est divisé par trois dans les plantes infiltrées par 

hpXRN4, comparé aux plantes infiltrées par le contrôle pFGC (figure III.35.B.). 

Sachant que la construction hpXRN4 est fonctionnelle et permet la diminution de l’expression de 

XRN4, nous avons voulu savoir si la coinfiltration de hpXRN4 avec les constructions R3 et NR3 (voir 

p.129) pouvait avoir un effet sur le clivage. Si la protéine XRN4 est impliquée dans le clivage de 

l’ARN-3 et dans l’accumulation de l’ARN-3sub, une plus faible expression de la protéine mènera à 

une plus faible accumulation de l’ARN-3sub, et à une augmentation de l’accumulation de l’ARN-3 

entier. La recherche des siRNA dans les plantes coinfiltrées montre que le silencing est mis en place 

dans les plantes coinfiltrées avec la construction hpXRN4 (figure III.35.C., panneau du haut). 

L’analyse par northern-blot des ARN extraits des feuilles infiltrées indique une accumulation plus 

importante de l’ARN-3sub dans les plantes infiltrées par R3 et hpXRN4 que dans les plantes infiltrées 

par R3 et pFGC (figure III.35.C., panneau du bas). L’ARN-3 entier n’est pas retrouvé, indiquant que 

le clivage peut toujours se produire. Les plantes coinfiltrées par NR3 et hpXRN4 présentent davantage 

d’ARN-3sub et d’ARN-3 entier (NR3) que les plantes coinfiltrées par NR3 et pFGC. Ces résultats 

montrent que la protéine XRN4 est impliquée dans la dégradation de l’ARN-3sub et de l’ARN-3 

entier. Ce phénomène ne correspond pas au mécanisme de clivage recherché. La protéine XRN4 ne 

semble donc pas impliquée dans le clivage de l’ARN-3. 

 

Le taux d’expression de XRN4 a été quantifié par RT-PCR quantitative dans les plantes infiltrées 

uniquement par les constructions R3, NR3 et pFGC. Si les taux d’expression du messager de XRN4 

est comparable entre les plantes infiltrées par R3 et pFGC, l’expression de XRN4 dans les plantes 

infiltrées par NR3 est presque 6 fois supérieure (figure III.36.A.). Cette surexpression pourrait être 

expliquée par l’expression de la protéine p25, puisqu’elle est uniquement détectée lorsque la 

construction NR3 est infiltrée (voir paragraphe 2.2.1). Toutefois, aucune surexpression du messager de 

XRN4 n’est détectée dans les A. thaliana exprimant p25. Une autre possibilité pourrait consister en 

l’activation de l’expression de XRN4 par l’ARN NR3 qui serait plus stable que l’ARN viral et 

forcerait l’expression de XRN4 pour favoriser sa dégradation. 

 

Afin de déterminer l’effet de XRN4 lors de l’infection virale, nous avons préalablement infiltré les 

feuilles de N. benthamiana avec la construction NR3, qui induit l’expression de XRN4, la construction 

hpXRN4 qui diminue l’expression de XRN4, ainsi que les constructions témoin R3 et pFGC. La 

recherche de siRNA avant infection et après infection indique que le silencing est mis en place, mais 

que l’expression des siRNA est inhibée lors de l’infection virale puisque plus aucun siRNA spécifique 

n’est détecté par une sonde XRN4 (figure III.37.A.). 

L’analyse des ARN totaux extraits des feuilles infiltrées puis infectées a été effectuée sept jours après 

inoculation. L’ARN-3 viral a été recherché par northern-blot à l’aide d’une sonde 3’ (figure III.37.B. 

panneau du haut). Si l’ARN-3 et l’ARN-3sub sont détectés dans les 4 échantillons, on peut noter que 
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la quantité d’ARN-3 génomique semble diminuée dans la feuille infiltrée avec NR3 par rapport au 

taux d’ARN-3sub. Nous avons donc quantifié (ImageJ) les signaux correspondant à l’ARN-3 et à 

l’ARN-3sub dans les quatre pistes. Le ratio ARN-3sub/ARN-3 est voisin de 100 dans le cas de R3, 

pFGC et hpXRN4 (86, 136 et 98 respectivement) (figure III.37.B., panneau du bas). En ce qui 

concerne NR3, le ratio est proche du double (228). La quantité d’ARN-3sub est donc significativement 

supérieure dans la feuille préalablement infiltrée avec NR3. 

Afin de savoir si ce phénomène est lié à une expression plus importante de XRN4, nous avons 

quantifié le messager de XRN4 par qRT-PCR dans les feuilles infectées (figure III.37.C., panneau 

du haut). La quantité de XRN4 n’est pas diminuée dans les feuilles infiltrées par hpXRN4 et 

infectées, ce qui est cohérent avec l’absence de siRNA. Par contre, la quantité de messagers de XRN4 

est plus faible dans les plantes infiltrées par pFGC. Toutefois, si l’on compare l’accumulation de 

l’ARN-3 avec le taux de XRN4 par qRT-PCR dans ces mêmes échantillons, on observe que les 

variations sont similaires (figure III.37.C., panneau du bas). Cela indique une corrélation entre le 

taux d’infection par le BNYVV et la quantité du messager de XRN4. Ainsi, en condition virale, plus 

l’ARN-3 est présent en grande quantité, plus l’expression de XRN4 est élevée.  

Cela montre aussi que le taux de XRN4 n’est pas corrélé à la suraccumulation d’ARN-3sub par 

rapport à l’ARN-3 génomique. Cependant, l’expression préalable de NR3 avant l’infection a permis de 

suraccumuler l’ARN-3sub. Ce phénomène peut s’expliquer par la surexpression de XRN4 avant 

l’infection. Même si le taux de XRN4 est ensuite comparable dans les feuilles infiltrées par R3 et NR3 

après infection, XRN4 a pu déréguler l’expression d’autres facteurs impliqués dans le clivage qui sont 

alors déjà activés au moment de l’infection virale. 

 

Ces résultats sont préliminaires et ne permettent pas de conclure quant à la réelle implication de XRN4 

sur la dégradation de l’ARN-3 après clivage. Cependant, le fait que l’infiltration de NR3 induit une 

suraccumulation du messager de XRN4 est intéressant. Afin de connaître l’implication de l’ARN-3 ou 

de la protéine p25 dans ce phénomène, des expériences complémentaires seront nécessaires. 
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III. Discussion 

3.1. Nature de l’ARN-3sub 

Nous avons vu que l’ARN-3sub peut être produit après expression transitoire de l’ARN-3, et qu’il 

n’est donc pas un ARN subgénomique comme admis jusqu’à présent. Cette hypothèse a été confirmée 

par la caractérisation de l’extrémité 5’ du fragment en contexte viral et en expression transitoire. 

L’extrémité n’est pas coiffée et correspond à la position 1232 de l’ARN-3. Habituellement, les ARN 

subgénomiques possèdent la même protection de l’extrémité 5’ que celle portée par les ARN 

génomiques du virus. Ce résultat constitue le premier élément indiquant que l’ARN-3sub n’est 

probablement pas un ARN subgénomique. De plus, puisqu’en expression transitoire la RdRp virale 

n’est pas présente, l’ARN-3sub ne peut pas être issu d’une néosynthèse comme le sont habituellement 

les ARN subgénomiques. Il ne s’agit pas non plus ici d’un ARN satellite ou d’un ARN DI. Ces deux 

familles d’ARN sont associés à des virus, mais ne sont retrouvés que sporadiquement. Or l’ARN-3sub 

est systématiquement retrouvé conjointement avec le BNYVV dès lors que l’ARN-3 sauvage est 

présent dans l’inoculum. De plus, la séquence de l’ARN-3sub est entièrement identique à celle de la 

partie 3’ de l’ARN-3, ce qui n’est jamais le cas, ou du moins qu’en partie, des satellites ou des ARN 

DI. 

Si l’ARN-3sub n’est pas un ARN subgénomique, quelle est donc sa nature ? Nous avons supposé que 

le mode de synthèse de l’ARN-3sub serait un clivage et/ou une dégradation de l’ARN-3 génomique. 

Cette hypothèse a été validée par l’incubation des transcrits de l’ARN-3 in vitro dans un système 

acellulaire de germes de blé. L’apparition d’une bande similaire à l’ARN-3sub correspond à la 

disparition de l’ARN-3 génomique, et indique bien que l’ARN-3sub provient d’un clivage suivi d’une 

dégradation de l’ARN-3. 

3.2. Rôle de la séquence coremin 

Comme nous l’avons vu, des modifications de la séquence coremin induisent de multiples 

phénomènes : diminution de l’accumulation de la protéine p25, absence de mouvement systémique du 

virus chez B. macrocarpa, et perte de l’accumulation de l’ARN-3sub. Le mécanisme de l’implication 

de coremin dans ces différents phénomènes n’a pas pu être élucidé par nos études.  

En ce qui concerne l’accumulation de la protéine p25, nos études ont permis de montrer que l’hélice 

de la séquence coremin est indispensable à la bonne expression de p25. En effet, des mutations dans 

l’hélice réduisent considérablement l’accumulation de p25, alors que les mutations affectant la boucle 

n’ont pas d’effet. Il s’agit là d’un mécanisme original de régulation de la traduction puisque la région 

régulatrice est située en aval du gène et non pas en amont. On peut aussi se demander quel est l’intérêt 

d’une telle régulation ? 
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Nous avons vu que des ARN-3 porteurs de mutations dans coremin sont clivés de la même manière 

que le sauvage puisque 1) les ARN-3 sauvage et mutés s’accumulent à des taux équivalents, 2) les 

ARN-3 sauvage et mutés ne sont pas détectés en expression transitoire, 3) les ARN-3 sauvage et mutés 

sont clivés et dégradés lors d’incubation dans les germes de blé, mais seul l’ARN-3 sauvage permet 

l’accumulation de l’ARN-3sub. Nous pouvons alors déduire que l’ARN-3sub produit dans le cas des 

mutants n’est pas stabilisé puisqu’il n’est jamais détecté, que ce soit en contexte d’infection virale sur 

feuille, en expression transitoire ou en incubation dans les germes de blé. De plus, des fragments 3’ 

plus courts ont été détectés par cRT-PCR dans le cas des mutants, indiquant qu’une exonucléase 

dégrade progressivement l’ARN-3 pour produire l’ARN-3sub sauvage, et poursuit la dégradation de 

l’ARN-3sub muté dans la séquence coremin. La stabilité des ARN-3 mutés serait donc plus faible que 

l’ARN-3 sauvage ? Nous avons alors étudié les $G des séquences coremin sauvage et mutées, et nous 

avons vu que les formes les plus stables sont celles du mutant E, suivi du mutant K, du sauvage et 

enfin du mutant C. En ce qui concerne les structures des ARN-3sub sauvage et mutés, leur $G est très 

proche et est compris entre -153,91 (E) et -159,95 (C). Un test de stabilité des ARN-3sub sauvage et K 

en extraits de germes de blé a permis de montrer que le mutant est légèrement plus stable que le 

sauvage, mais à une toute autre échelle que lorsque l’ARN-3 entier est incubé dans les mêmes 

conditions : dans ce cas, l’ARN-3sub n’est pas du tout retrouvé après deux heures d’incubation des 

ARN-3 mutés. L’ARN-3sub transcrit directement pourrait adopter une autre conformation que lorsque 

l’ARN-3 est transcrit puis clivé, lui donnant une structure plus stable. Une autre hypothèse pourrait 

être que le substrat de l’endonucléase et/ou de l’exonucléase 5’!3’ qui dégrade l’ARN-3 n’est présent 

que sur l’ARN-3 entier, ce qui provoque une inactivité de l’exonucléase sur l’ARN-3sub déjà présent 

dans le milieu. Si l’implication de XRN4 n’est pas encore totalement confirmée dans la dégradation de 

l’ARN-3, nous avons vu que l’action de cette enzyme est bloquée par des répétitions de G. Or les 

transcrits non coiffés des ARN-3sub sauvage et muté ont été placés sous contrôle d’un promoteur T7 

pour permettre leur synthèse in vitro. Lors de la transcription, trois G sont incorporés à partir de la 

position +1 du promoteur. Ces trois G pourraient expliquer les différences observées entre contexte 

viral et in vitro.  

Si la séquence coremin permet la stabilisation de l’ARN-3sub, et que cela n’est pas dû à une structure 

particulièrement stable, il est probable qu’un facteur protéique intervienne dans la stabilisation par 

reconnaissance spécifique du motif. Nous savons que la protéine virale p14 interagit spécifiquement 

avec coremin. Ici, le facteur stabilisateur serait plutôt cellulaire puisqu’aucune protéine virale n’est 

présente lors de l’expression transitoire des constructions R3 et NR3, où l’ARN-3sub est détecté. 

 

Il est difficile de conclure quant à l’implication de la séquence elle-même sur les rôles cités 

précédemment. En effet, les mutants que nous avons obtenus possèdent une séquence coremin mutée, 

et ne produisent pas d’ARN-3sub. Quel est alors le rôle attribué à la séquence coremin et quel est celui 
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attribué à l’ARN-3sub dans la mise en place de la systémie ? Il semblerait que coremin soit actif 

uniquement dans un contexte structural favorable. En effet, le mutant pAStu12 a permis de montrer 

que le déplacement de la séquence coremin à une autre position sur l’ARN-3 ne permet pas de 

restaurer efficacement la systémie. De plus, le mutant pINTEL35 qui contient deux séquences coremin 

sauvages et qui est donc capable de synthétiser l’ARN-3sub n’est pas non plus très efficace à induire 

le mouvement à longue distance. Il semblerait donc que l’ARN-3sub ne soit pas impliqué dans la 

systémie, mais que ce soit plutôt la séquence coremin. Cela est confirmé par le fait que l’ARN-5 du 

BNYVV et l’ARN-3 du BSBMV qui contiennent la séquence coremin permettent également la mise 

en place du mouvement à longue distance.  

Un tel rôle pour une séquence ribonucléotidique a déjà été montré à l’image des viroïdes. Ces entités 

composées de petits ARN simple-brin circulaires (de 246 à 401 nts) sont autonomes, non codants, et 

utilisent les ARN polymérases de la cellule pour se répliquer. Ils sont capables de passer au travers des 

plasmodesmes pour le mouvement de cellule à cellule, et d’utiliser le système vasculaire pour se 

propager à l’ensemble de la plante. Une séquence d’ARN est donc suffisante pour induire le 

mouvement systémique des viroïdes (Zhong et al., 2007). Le mouvement systémique des virus quant à 

eux est encore largement méconnu. Les virus utilisent deux stratégies pour leur mouvement au sein de 

la plante : ils peuvent être transportés sous forme de particule virale, ou indépendamment de la 

protéine de capside. Pour le BMV, il a été montré que l’ARN-3 infiltré dans une feuille inférieure peut 

être transporté vers une feuille supérieure où les ARN-1 et -2 sont présents (Gopinath and Kao, 2007). 

Ce mouvement ne nécessite pas de protéine virale et utilise le phloème dans la direction du flux des 

photoassimilats.  

Si le mouvement systémique n’a pas été analysé plus profondément dans cette étude, l’implication 

d’une seule séquence dans le mouvement systémique est un fait intéressant. 

3.3. Facteur cellulaire associé au clivage 

L’ARN-3sub retrouvé en expression transitoire permet d’affirmer qu’un facteur cellulaire, et non viral, 

est impliqué dans le clivage. Nos recherches nous ont menés à utiliser un système plus simple qu’un 

système in planta. Les plantes hôtes que nous pouvons utiliser pour une infection virale sont entre 

autres C. quinoa, B. macrocarpa, N. benthamiana, mais aucun de leur génome n'est actuellement 

séquencé. En effet, le BNYVV n’infecte pas la plante modèle A. thaliana qui est aisée à manipuler. 

Afin d’essayer de caractériser le ou les facteurs impliqués dans le clivage de l’ARN-3 nous nous 

sommes alors tournés vers les extraits de germes de blé. Ces extraits contiennent tous les facteurs 

nécessaires à la traduction (ARN de transfert, ribosomes, et facteurs d’initiation, d’élongation et de 

terminaison) puisqu’ils sont commercialisés dans le but de faire de la traduction in vitro. Nous avons 

pu constater l’apparition de l’ARN-3sub lors d’une incubation de transcrits d’ARN-3 dans ces extraits. 

Il semblerait donc qu’un facteur impliqué dans le clivage de l’ARN-3 soit présent dans l’extrait. S'il ne 
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s’agit pas du même facteur qu’in planta, il pourrait en être un homologue. Nous avons montré que le 

facteur en question n’est pas de nature nucléique, mais plutôt protéique ou nucléoprotéique. Toutefois, 

malgré nos efforts, nous n’avons pas pu l’identifier. 

Nous avons pu montrer que la diminution du taux de XRN4 ne permet pas d’inhiber le clivage de 

l’ARN-3 exprimé transitoirement, indiquant que XRN4 ne semble pas impliqué directement dans le 

clivage ou la dégradation de l’ARN-3. D’autre part, nous avons pu montrer que NR3 permet la 

suraccumulation de XRN4, ce qui conduit, après une semaine, à une suraccumulation d’ARN-3sub. Le 

taux de XRN4 n’est pourtant pas supérieur au moment où le taux d’ARN-3sub a été mesuré. Ainsi, la 

protéine XRN4 pourrait avoir dérégulé un certain nombre de gènes, menant à l’augmentation du 

clivage de l’ARN-3. Le mécanisme de ce phénomène n’a pas pu être élucidé. Cependant, le fait que 

XRN4 soit impliqué dans la dégradation des ARN génomiques du TBSV, du CNV et du WNV est 

intriguant. 

 

Afin de continuer les études dans ce sens, il serait utile d’infecter des plantes KO ou silencées pour des 

gènes de nucléases et d’observer les effets sur l’accumulation de l’ARN-3sub. Malheureusement, les 

mutants disponibles de N. benthamiana ne sont pas nombreux. Nous avons utilisé la technique 

d’expression transitoire de siRNA dirigés contre XRN4. Les résultats ne sont pas reproductibles d’une 

plante à l’autre puisque les insertions du transgène dans le génome sont multiples et peuvent moduler 

les résultats. L'expression constitutive des siRNA par transformation stable de plantes serait un 

meilleur moyen d'identifier les facteurs impliqués. Toutefois, cette technique est assez longue, et ne 

permet pas de cibler beaucoup de gènes. 

Nous pourrions transformer des A. thaliana mutées dans les gènes de nucléases (Li et al., 2009) avec 

l’ARN-3. Les effets sur l’accumulation de l’ARN-3 pourraient être testés.  
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Les résultats présentés dans ce mémoire concernent l’analyse du rôle de la protéine p25 et des 

séquences non codantes de l’ARN-3 du BNYVV dans la pathogénicité virale. Les études antérieures à 

ce travail de thèse avaient montré que le produit du gène codé par l’ARN-3, la protéine p25 est 

responsable des symptômes foliaires et racinaires, et que l’ARN-3 porte une séquence nucléotidique 

impliquée dans la mise en place du mouvement à longue distance du virus. Afin d’aller plus loin dans 

la compréhension des mécanismes moléculaires de ces événements, nous avons soulevé plusieurs 

questions auxquelles nous avons tenté d’apporter des réponses :  

 

1) le ciblage de l’ARN-3 par l’utilisation d’hairpins permet-il la mise en place de la résistance des 

plantes face au BNYVV ?  

 

2) comment la protéine p25 permet-elle l’induction des symptômes caractéristiques de la rhizomanie ? 

 

3) quelle est l’origine et quel est le rôle du petit ARN colinéaire à la partie 3’ de l’ARN-3 et toujours 

retrouvé lors de l’infection virale en présence d’ARN-3 ? 

 

En premier lieu, nous avons voulu apporter une nouvelle source de résistance au BNYVV par la 

construction et l'expression d’hairpins dirigées contre la séquence de l’ARN-3. En effet, bien que des 

plantes naturellement résistantes et des plantes transgéniques développées dans notre laboratoire 

permettent d’enrayer la maladie et d'empêcher la propagation du virus, il est préférable de multiplier 

les sources de résistance afin de palier un éventuel contournement. Nous avons vu dans les chapitres II 

et III que l’ARN-3 est un des piliers de l'infection virale puisqu'il aggrave les symptômes et permet le 

mouvement systémique. La dégradation ciblée de l'ARN-3 permettrait de restreindre fortement les 
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effets néfastes de l'infection sur la plante. Les différentes expériences menées lors de cette étude 

démontrent que certaines des hairpins confèrent une faible résistance puisque les ARN viraux 

s’accumulent en plus faible quantité, et sont moins efficacement transportés vers les feuilles 

supérieures. Cependant, les études n'ont pas été réalisées dans les conditions naturelles d'infection par 

le vecteur au niveau des racines. Ce paramètre peut entrer en compte dans l'efficacité des hairpins à 

dégrader l'ARN-3. L'efficacité des constructions hairpin devront donc être testées en infectant de façon 

naturelle des B. vulgaris transgéniques exprimant les meilleures constructions obtenues dans cette 

étude. 

 

Pourquoi la présence des hairpins n’est-elle pas suffisante pour la dégradation complète de l’ARN-3 ? 

Les siRNA détectés démontrent que l’ARN silencing se met en place dans la plante, mais il n’est pas 

suffisamment efficace pour dégrader l’ARN totalement. Il se pourrait que l’ARN soit protégé d’une 

manière ou d’une autre du mécanisme de défense de la plante. Nous avons en effet montré que la 

protéine suppresseur p14 est impliquée dans cette protection, mais elle n’en est pas le seul acteur 

puisque l’ARN-3 est toujours détecté en son absence. L’ARN-3 pourrait être protégé par la présence 

d’un autre facteur viral, ou par sa structure secondaire et tertiaire. En effet, dans les chapitres suivants 

nous avons montré que la séquence nucléotidique de l'ARN est elle-même probablement reconnue par 

des protéines virales et cellulaires, ces dernières pourraient lui conférer cette protection.  

 

Dans une deuxième partie, nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux mécanismes de la 

mise en place de la pathogénicité par la protéine p25. Si des données sont déjà publiées sur les 

propriétés de cette protéine, les mécanismes permettant l’induction des symptômes étaient encore mal 

connus lors de mon arrivée au laboratoire. Nous avons orienté nos études sur l’utilisation d’une 

stratégie de transgenèse de différentes plantes hôtes et non hôtes du BNYVV. Les A. thaliana 

exprimant constitutivement la protéine p25 ont été caractérisées : ces plantes présentent un phénotype 

de croissance accélérée, de prolifération racinaire et leur contenu hormonal, tout comme de nombreux 

gènes cellulaires, est fortement dérégulé. Le taux d’auxine est supérieur au contrôle à la fois chez A. 

thaliana 35S::p25 et dans les betteraves rhizomaniées, indiquant des similarités d’action de la protéine 

dans les deux espèces, à l'image de la prolifération racinaire qui rappelle les symptômes de 

rhizomanie. Ces données indiquent que la protéine virale induit une perturbation physiologique 

globale. Des lignées de N. tabacum exprimant différentiellement p25 ont également été obtenues, mais 

dans cette espèce la protéine p25 semble avoir une action différente puisque la taille des plantes est 

inversement proportionnelle à la quantité de p25. Il est intéressant de noter que la tentative de 

transgenèse de plantes N. benthamiana et de B. vulgaris n’a pas permis d’obtenir des lignées 

exprimant la protéine virale, suggérant le caractère létal de la protéine p25 dans ces espèces. Ainsi, si 

la protéine p25 affecte différentiellement la physiologie des plantes, elle semble avoir un effet 
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particulièrement néfaste sur les plantes hôtes du BNYVV. Il est ainsi difficile de corréler les résultats 

obtenus sur A. thaliana à l’organisme d’intérêt, la betterave sucrière.  

 

Comment peut-on expliquer les différences observées entre les plantes testées dans notre étude ? La 

protéine p25 pourrait avoir plusieurs fonctions lors de l’infection, à l’instar de nombreuses protéines 

virales. Un rôle de la protéine p25 pourrait être d’activer directement la transcription. Toutefois 

l'interaction entre la protéine p25 et l'ADN chromatinien n’a malheureusement pas pu être démontrée 

par nos expériences. La protéine p25 pourrait également être reconnue comme un produit de gène de 

virulence, ou d’avirulence, selon la composition en acides aminés de la tétrade de la protéine par un 

facteur cellulaire spécifique. Suivant la plante, la présence du récepteur et de l'interaction induirait ou 

non la cascade de signalisation conduisant à l’ensemble des symptômes observés en contexte 

d’infection naturelle. Nous pouvons supposer que les plantes que nous avons étudiées, A. thaliana, N. 

tabacum, N. benthamiana et B. vulgaris possèdent des différences dans leur transcriptome et leur 

protéome, expliquant les différences de reconnaissance de la protéine p25. Si les études récentes ont 

montré que la protéine p25 interagit, entre autres, avec une protéine cellulaire à domaine F-box, rien 

n’indique que l’interaction soit biologiquement significative en contexte d’infection puisque les 

résultats sont issus de plantes résistantes Rz2. Néanmoins, la protéine caractérisée pourrait servir de 

récepteur à la protéine p25, qui entraînerait la cascade de dérégulations transcriptomiques que nous 

avons décrite. Au laboratoire, les études sont en cours pour poursuivre l’élucidation de ces 

mécanismes. 

 

Dans le dernier chapitre, nous avons abordé le mécanisme de production de l’ARN-3sub toujours 

conjointement retrouvé avec les ARN viraux génomiques. Nous avons pu montrer que l’ARN-3sub 

n’est pas un ARN subgénomique conventionnel. En effet, il n’est pas issu d’une néosynthèse par la 

réplicase virale, mais d’un clivage suivi d’une dégradation par une ou plusieurs protéines cellulaires. 

Si nous n’avons pas pu identifier les facteurs cellulaires impliqués dans ce processus, nous avons 

toutefois montré que la séquence ribonucléotidique "coremin" est nécessaire à l’accumulation de 

l’ARN-3sub. Il semblerait que cette séquence de 20 nts soit impliquée dans la protection de l’ARN 

contre une dégradation 5’!3’, probablement grâce à l’interaction avec une protéine cellulaire encore 

non caractérisée. L’intégrité de coremin est également nécessaire au mouvement à longue distance du 

virus. 

La séquence coremin est donc, avec p25, le deuxième facteur important porté par l’ARN-3. De plus, le 

taux d’accumulation de la protéine p25 est également dépendant de la séquence coremin. Il pourrait 

s’agir d’une régulation de la traduction de l’ORF, mais rien n’exclut une régulation post-

traductionnelle, bien que cela paraîsse moins plausible. Quoi qu’il en soit, coremin est donc 

directement impliquée dans la régulation de l’infectivité via la régulation de la protéine p25. 
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Figure CG.1. : Modèle de la mise en place des symptômes de rhizomanie. La séquence 

coremin (boucle rouge) permet d’augmenter l’accumulation de protéine p25, probablement par 

régulation de la traduction du gène. La protéine p25 interagit avec une protéine cellulaire (Thiel et 

al., 2009), ou active la transcription de gènes cellulaires. Ces interactions spécifiques induisent 

alors une dérégulation transcriptomique et hormonale globale, menant à la prolifération racinaire 

de la betterave infectée. L’ARN-3 subit une dégradation 5’!3’ par un facteur cellulaire inconnu, 

jusqu’au niveau de la séquence coremin. La séquence coremin de l’ARN-3sub entraîne le 

mouvement systémique du virus par un mécanisme non élucidé. Le mécanisme de défense de la 

plante intervient vraisemblablement à de nombreux niveaux pour tenter de contourner les 

mécanismes de la pathogénicité virale, mais il est également utilisé par le virus pour aboutir à une 

meilleure infectivité. Le rôle de l’interaction de la protéine p14 avec la séquence coremin est 

inconnu.
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La séquence coremin est conservée dans d’autres espèces virales comme le BSBMV et le CMV. Ces 

séquences semblent avoir les mêmes caractéristiques que celle portée par l’ARN-3 du BNYVV : elle 

semble impliquée dans la pathogénicité (CMV) et dans le mouvement systémique (ARN-3 du 

BSBMV, ARN-5 du BNYVV).  

 

 

Les résultats que nous avont obtenus permettent de mieux comprendre les mécanismes menant à la 

mise en place de la pathogénicité liée à l’ARN-3 du BNYVV. En guise de conclusion à mon travail de 

thèse, je propose un modèle résumant le rôle de l’ARN-3 et des facteurs associés, menant aux 

symptômes de rhizomanie (figure CG.1.). La séquence et/ou la structure de coremin permet la 

stabilisation de l’ARN-3sub et le mouvement à longue distance du virus. Cette séquence permet 

également la régulation de l’accumulation de la protéine p25, menant au désordre hormonal et à la 

prolifération racinaire. L'ARN-3 est donc impliqué dans la pathogénicité grâce à au moins deux 

facteurs : la séquence coremin et la protéine p25. Le rôle de l'interaction entre la séquence coremin et 

la protéine suppresseur de silencing p14 est inconnu. Les mécanismes de défense de la plante 

interfèrent probablement à différents niveaux pour limiter l'action de l'ARN-3. Ces mécanismes 

peuvent être contournés par le virus, qui peut même les utiliser à son profit pour favoriser son 

infectivité. Ainsi, la dégradation partielle de l'ARN-3 permet l'accumulation de l'ARN-3sub, menant à 

une conformation de la séquence coremin favorable au mouvement systémique. De plus, les 

interactions spécifiques entre la protéine p25 et des facteurs de l'hôte (ADN chromatinien ou protéine 

cellulaire) induisent des dérégulations hormonales propices à l'infectivité virale. C'est donc l'action 

conjointe des facteurs viraux et cellulaires qui permet la mise en place des symptômes de rhizomanie. 

 

 

De nombreux points restent néanmoins obscurs, et il me semble judicieux de poursuivre ce travail de 

thèse par la réalisation de plusieurs expériences qui pourront, je l’espère, répondre à nos 

interrogations. 

 

Comment la protéine p25 mène-t-elle à de telles perturbations physiologiques ? Une expérience de 

ChIP pourrait être effectuée sur des A. thaliana exprimant constitutivement la protéine p25 étiquetée 

HA. Nous avons obtenu des lignées où la protéine virale recombinante est détectée. Les protocoles de 

ChIP étant adaptés à cette plante, l’expérience sera certainement plus fructueuse. Toutefois, si aucune 

séquence d’ADN n’est immunoprécipitée, cela pourrait signifier que la protéine p25 agit de façon 

indirecte. L'immunoprécipitation de protéines cellulaires à partir de fraction cytoplasmiques et 

nucléaires pourra éventuellement nous permettre d'identifier une cible potentielle de p25. Il serait 

également intéressant de comparer des lignées d’A. thaliana exprimant chacune des protéines p25 

comportant des motifs de tétrade différents. Ainsi, il serait possible de corréler les variations de la 
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séquence de la tétrade à d'éventuelles modulations du contenu hormonal, notamment au taux d’auxine, 

afin de déterminer si la pathogénicité de p25 liée à la tétrade est impliquée dans la régulation de cette 

hormone. 

 

Comment l’accumulation de la protéine p25 est-elle régulée par la présence de la séquence coremin ? 

L'utilisation de mutants ponctuels de la séquence coremin permettrait de déterminer les nts réellement 

impliqués dans cette régulation. Nous avons déjà cloné la séquence coremin et les séquences coremin 

mutées utilisées dans mes travaux de thèse en aval d’un gène rapporteur, et nous n’avons pas observé 

une différence d’expression en système de traduction in vitro aussi nette qu’in vivo, même si les 

résultats sont préliminaires. L'ajout des séquences 5' et/ou 3' UTR de l'ARN-3 au système rapporteur 

apportera des informations complémentaires sur les mécanismes moléculaires de la traduction de 

l'ARN-3. Il est aussi possible qu’un autre facteur, absent du système in vitro, soit impliqué dans une 

telle régulation, ou que l’ARN lui-même n’adopte pas la conformation adéquate. Il sera aussi 

intéressant de vérifier l’influence de la séquence coremin sur l’accumulation des protéines codées par 

les ARN viraux qui la contiennent (CMV, BSBMV). 

 

Quel est le facteur cellulaire qui entraîne la dégradation de l’ARN-3 ? Afin de répondre à cette 

question, nous pouvons là encore utiliser le système A. thaliana. En effet, de nombreux mutants 

d’insertion de T-DNA sont disponibles. La transformation de telles plantes par nos constructions 

binaires exprimant l’ARN-3 permettrait de visualiser si l'ARN-3 reste ou non intègre et accumule 

l'ARN-3sub dans ces fonds génétiques, et de déterminer quelles nucléases sont impliquées dans le 

clivage et la dégradation de l’ARN-3. 

 

Comment la séquence coremin permet-elle la stabilisation de l’ARN-3sub ? L'analyse de nos résultats 

indique que la séquence coremin ne semble pas être l’unique facteur empêchant la dégradation 

complète de l’ARN-3. En effet, la détermination thermodynamique in silico de la stabilité de coremin 

ne permet pas d'expliquer la résistance de la séquence à la dégradation. Il est donc possible qu’un 

facteur protéique intervienne dans la reconnaissance de coremin pour stopper la dégradation. Une 

analyse par triple-hybride a été initiée dans notre laboratoire, afin de caractériser les partenaires viraux 

de cette séquence. Si la protéine virale p14 interagit avec coremin, elle ne peut pas être responsable de 

la stabilisation de l’ARN-3sub lors de nos expériences de clivage en extraits de germes de blé 

puisqu’elle n’est pas présente. Il serait intéressant de cribler une banque d’ADNc cellulaire, afin de 

caractériser une protéine cellulaire reconnaissant spécifiquement la séquence coremin. 

 

Comment la séquence ribonucléotidique de l'ARN-3 entraîne-t-elle le mouvement systémique du 

virus ? Puisque p14 interagit avec la séquence coremin, elle constitue un bon candidat pour assister 

l'ARN dans la mise en place du mouvement à longue distance du virus. Il n’est pourtant pas possible 



 Conclusion générale et perspectives  

 

157 

de déterminer directement l’effet de l’absence de la protéine p14 sur l’infection systémique puisqu’elle 

est nécessaire à la formation de lésions locales, et que son absence entraîne des infections restreintes. 

Son action de suppression d’ARN silencing est impliquée dans la mise en place d’une infection 

durable, puisque le remplacement de p14 par un autre suppresseur rétablit une infection normale 

(Guilley et al., 2009). Si l’infection systémique n’a pas lieu sur B. macrocarpa en présence d’un autre 

suppresseur, alors la protéine p14 serait impliquée dans la systémie. Nous pourrions également insérer 

la séquence coremin dans le génome d'un autre virus induisant des infections locales sur B. 

macrocarpa afin d'étudier les effets sur la systémie du virus sur cette plante. 

 

 

Nos résultats ont permis de mieux appréhender les mécanismes moléculaires complexes liés aux rôles 

de l'ARN-3 et de la protéine p25 du BNYVV. La poursuite de ces recherches permettra de disséquer 

davantage ces processus afin de découvrir les mécanismes intimes mis en place lors de l'infection 

virale. Selon les facteurs cellulaires impliqués, il sera possible ou non d'imaginer de nouvelles 

stratégies de résistance vis-à-vis de l'infection des plantes par des virus possédant la séquence coremin.  
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I. MATERIEL VEGETAL 

1.1. Les plantes hôtes du BNYVV 

1.1.1. Beta vulgaris (betterave sucrière) 

Appartenant à la famille des Chenopodiacées, la betterave sucrière (B. vulgaris ssp.vulgaris cultivar 

Altissima) est cultivée pour sa racine charnue qui contient 15 à 18% de saccharose. Cette plante est 

l’hôte naturel du BNYVV, transmis aux racines par un protozoaire du sol virulifère Polymyxa betae. 

L’infection cause des symptômes caractéristiques tels un jaunissement des feuilles qui flétrissent aux 

heures chaudes de la journée, ainsi qu’une réduction de la taille du pivot et une prolifération des 

racines entraînant une diminution drastique du rendement en sucre.  

Au laboratoire, les feuilles peuvent être inoculées mécaniquement avec une suspension virale, qui 

induit l’apparition de lésions locales sur feuilles environ 7 jours après l’infection. Sauf cas particulier, 

le virus ne se propage pas à l’ensemble de la plante. 

1.1.2. Beta macrocarpa (betterave sauvage) 

Cette plante est une dicotylédone faisant partie de la famille des Chénopodiacées qui est utilisée pour 

l’étude du mouvement à longue distance (systémie) du BNYVV : l’inoculation mécanique du virus, 

composé des ARN-1, -2 et -3 sur feuille permet le mouvement à longue distance environ une semaine 

après apparition des lésions locales, alors que l’inoculation des seuls ARN-1 et -2 provoque une 

infection qui reste localisée. 
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1.1.3. Chenopodium quinoa 

Cette plante herbacée annuelle de la famille des Chenopodiacées est généralement utilisée au 

laboratoire pour effectuer des infections virales sur feuille. Le BNYVV provoque l’apparition de 

lésions locales sur les feuilles inoculées, mais son mouvement à longue distance est bloqué. Des 

lésions caractéristiques apparaissent en fonction de la présence ou non des petits ARN génomiques du 

BNYVV. 

1.1.4. Nicotiana benthamiana 

Cette Solanacée est fréquemment utilisée en laboratoire car elle est sensible à de nombreuses 

infections virales (TMV, PVX…). N. benthamiana est un hôte du BNYVV qui permet le mouvement 

systémique viral même en absence de l’ARN-3. Cette plante est relativement facile à manipuler 

génétiquement grâce à Agrobacterium tumefaciens : ses feuilles peuvent être infiltrées ce qui permet la 

transformation transitoire des tissus, mais aussi la transformation stable de nouveaux descendants par 

callogenèse. 

1.2. Autres plantes utilisées au laboratoire 

1.2.1. Arabidopsis thaliana (arabette des dames) 

Cette Brassicacée a un cycle de vie relativement court (2 mois environ), produit une descendance 

abondante par autofécondation, possède un génome diploïde relativement petit (125.10
6 

pb) réparti sur 

5 chromosomes entièrement séquencés. L’arabette représente donc un organisme modèle en biologie 

végétale. Elle est facile à transformer et de nombreux mutants sont disponibles. 

1.2.2. Nicotiana tabacum (le tabac) 

N. tabacum est une plante de la famille des Solanacées, largement cultivée de par le monde pour ses 

feuilles qui, une fois séchées, serviront à la confection de tabac à fumer. Le tabac est l’hôte naturel du 

premier virus découvert, le virus de la mosaïque du tabac, mais peut être également infecté par 

d’autres virus. Le tabac n’est pas hôte du BNYVV. 

1.3. Culture des plantes 

1.3.1. Culture de plantules in vitro 

Un volume d’environ 100 µl de graines est stérilisé par une solution d’éthanol 85% contenant du 

chlore actif à 0,45 g/100 ml (javel) pendant 5 à 10 min sous agitation continue. Cette solution est 
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éliminée par simple retournement du tube où les graines stagnent au fond, puis par deux brefs lavages 

successifs à l’éthanol 95% éliminé de la même façon. Les graines sont mises à sécher sous hotte à flux 

laminaire, puis semées sur un milieu stérile MS (Murashige and Skoog) M0255 (Duchefa) additionné 

de saccharose 1% et d’agar 0,7%, ajusté à pH 5,8. Après une vernalisation des graines 48h à 4°C et à 

l’obscurité, les boîtes de pétri sont placées en conditions de 16h/j de lumière (8000 lux), 70% humidité 

et à températures de 21°C jour et 17°C nuit. 

Selon les expérimentations, les boîtes peuvent être placées horizontalement ou verticalement. 

Pour sélectionner les plantes transgéniques, 50 µg/ml de kanamycine ou d’hygromycine, selon le 

vecteur binaire utilisé pour la transformation, sont ajoutés au milieu gélosé après autoclavage. 

L’expression des gènes sous dépendance du promoteur inductible à l’œstradiol est effectuée par apport 

dans le milieu de culture de 10 µM d’œstradiol dilué dans du DMSO (œstradiol 100 mM). 

1.3.2. Culture de plantes en terre 

Après environ 20 jours de culture in vitro, les plantules peuvent être repiquées en terre dans du terreau 

composé à 82% de tourbe blonde et à 18% d’argile volcanique, à un pH voisin de 6. Elles sont laissées 

une semaine en jours courts (12h/j) en mini-serre afin de les protéger dans une atmosphère confinée. 

Suivant les expériences, les plantes sont ensuite transférées en logette de jours courts (12h/j) pour 

favoriser la croissance foliaire, ou en jours longs (16h/j) pour stimuler la floraison. 

1.4. Transformation des plantes 

1.4.1. Transformation d’A. thaliana par floral dip (Clough and Bent, 1998) 

Le principe de cette méthode repose sur l’infection de fleurs autofécondées d’Arabidopsis thaliana par 

des agrobactéries (Agrobacterium tumefaciens) permettant le transfert du T-DNA vers le génome des 

cellules végétales afin d’obtenir des graines dont le génome renferme le transgène.  

Les agrobactéries transformées par le vecteur binaire d’intérêt sont mises en culture dans 500 ml de 

LB additionné de rifampicine (100 µg/ml) et de kanamycine (50 µg/ml), pendant 18h à 28°C, jusqu’à 

une DO600nm voisine de 1. Les bactéries sont sédimentées à 1500 g à température ambiante et le culot 

est repris dans une solution contenant ! milieu MS M0255 (Duchefa)  supplémenté de 5% saccharose, 

0,05% de Silwet L-77 et 200 µM d’acétosyringone.  

Les hampes florales d’Arabidopsis thaliana sont plongées 1 min dans la suspension bactérienne et les 

plantes sont ensuite placées à l’obscurité pendant 48h dans des mini-serres fermées. L’arrosage est 

stoppé dès l’apparition des graines, qui seront récoltées après séchage des plantes. 

 

 



 Matériel et méthodes  

 

161 

1.4.2. Transformation de N. tabacum ou N. benthamiana 

Des feuilles stérilisées de plantes sont coupées en fines lamelles et plongées 30 s dans une suspension 

d’agrobactéries (Agrobacterium tumefaciens) ajustée à une DO de 1 dans du MgSO4 10 mM. 

L’excédent de solution est enlevé puis les lanières sont mises en culture 48h à 25°C sur des boîtes de 

coculture (MS 0237 Duchefa ; 6-benzylaminopurine 2 mg/L ; acide 1-naphtalène acétique 0,05 mg/L ; 

3% saccharose ; 0,8% agar ; pH 5,8). Les lamelles sont lavées dans du milieu de coculture liquide, 

puis déposées sur milieu de sélection où seules les cellules végétales transformées vont pousser 

(milieu de coculture + antibiotiques appropriés). Des repiquages sont effectués régulièrement et des 

cals apparaissent après deux semaines. Les jeunes pousses sont transférées sur un milieu 

d’enracinement (1/2 MS 0237 Duchefa ; 1,5% saccharose ; 0,8% agar ; pH 5,8 ; antibiotiques), puis 

repiquées en terre où elles sont cultivées en serre. 

1.4.3. Expression transitoire par infiltration d’agrobactéries dans des feuilles 

Les agrobactéries (Agrobacterium tumefaciens) sont cultivées pendant 18h à 28°C dans 5 ml de milieu 

sélectif LB liquide (bactotryptone 1% ; extrait de levure 0,5% ; NaCl 0,5% ; pH 7,4), additionné de 

rifampicine (100 µg/ml) et d’antibiotique adéquat pour la sélection du plasmide binaire (kanamycine 

50 µg/ml ou spectinomycine 100 µg/ml). Les bactéries sont centrifugées 15 min à 5000 g, et le culot 

est repris dans un volume de milieu d’infiltration (MgCl2 10 mM ; acétosyringone 200 µM) en ajustant 

la DO600nm à 1. Les bactéries sont incubées dans ce milieu à température ambiante pendant 3h. Les 

plantes au stade de croissance 2 feuilles sont incisées légèrement au scalpel sur la face inférieure des 

feuilles, puis infiltrées de la suspension bactérienne à l’aide d’une seringue sans aiguille. Le maximum 

d’expression est généralement atteint 4 à 5 jours post-infiltration, où les feuilles peuvent être récoltées 

pour analyse.  

1.5. Infections virales 

1.5.1. Obtention d’ARN viraux du BNYVV 

Chaque feuille de plantes de C. quinoa âgées de 6 à 8 semaines est inoculée mécaniquement par 25 µl 

d’une solution contenant les ARN-1 et -2 du BNYVV issus de transcription in vitro (50 µg/ml de 

transcrits ; 0,5 µg/µl d’ARN total de levure ; KH2PO4 50 mM ; macaloïde 0,05%), après avoir 

saupoudré la feuille de célite pour créer des microblessures facilitant l’entrée du virus. Sept jours après 

inoculation, les feuilles sont récoltées et les ARN totaux sont extraits. Cette solution d’ARN totaux 

renfermant les ARN viraux -1 et -2 est dénommée Stras12. Les ARN-1 et -2 du BNYVV étant 

nécessaires et suffisants pour permettre la réplication des autres ARN génomiques de ce virus, Stras12 
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pourra être utilisée pour l’inoculation d’autres plantes en présence ou non d’un ou de plusieurs autres 

ARN génomiques viraux synthétisés par transcription in vitro. 

1.5.2. Inoculation mécanique d’ARN viraux 

Les ARN viraux issus d’une transcription in vitro et additionnés d’un tampon d’inoculation (Stras12 ; 

macaloïde 0,05% ; KH2PO4 50 mM) sont appliqués à l’aide d’un doigt ganté sur feuille de plante hôte, 

à raison de 10 à 30 µl en fonction de la taille de la feuille. Le saupoudrage préalable de célite sur la 

feuille permet de favoriser les blessures mécaniques et de faire pénétrer les ARN viraux dans les 

cellules. 

 

II. ARN 

2.1. Extraction des ARN à partir de matériel végétal  

2.1.1. Extraction des ARN au TRIZOL® Reagent (Invitrogen™) 

Le matériel végétal est congelé et réduit en poudre dans de l’azote liquide puis 100 à 200 mg sont 

broyés en présence de 1ml de trizol. Après 5 min à température ambiante, 200 µl de chloroforme sont 

ajoutés et le tout est vortexé et à nouveau laissé à température ambiante 2 min. Après centrifugation  

15 min à 4°C, le surnageant est prélevé, auquel est ajouté un volume d’isopropanol 100%. La 

précipitation des ARN nécessite une incubation de 20 min à température ambiante, puis les ARN sont 

culotés par centrifugation 30 min à 4°C, et lavés à l’éthanol 70°. Les culots sont séchés 5 min à l’air 

puis repris dans 30 µl d’eau stérile. La qualité et la quantité des ARN sont analysées sur gel d’agarose 

et par spectrophotométrie. 

2.1.2. Extraction des ARN au tampon "polysomes" 

Une à vingt lésions locales sont broyées dans 200 µl à 500 µl de tampon "polysomes" (Tris-HCl 200 

mM pH 9 ; KCl 400 mM ; saccharose 200 mM ; MgCl2 35 mM ; EGTA 25 mM). Les échantillons 

sont purifiés au phénol puis au phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1). A la phase aqueuse 

sont ajoutés 2 volumes d’éthanol 100% afin de précipiter les ARN. Après 20 min à -20°C, les tubes 

sont centrifugés 10 min à 13000 rpm. Les culots sont repris dans 200 µl d’acétate de sodium 3 M pH 

5,6, ce qui solubilise les ADN et petits ARN. Une centrifugation de 10 min à 13000 rpm est suivie 

d’un lavage du culot par l’éthanol 70%. Les culots d’ARN sont repris dans 30 µl d’eau stérile. 
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2.1.3. Extraction d’ARN double-brin 

Les feuilles infectées de N. benthamiana sont récoltées 8 jours post-inoculation et congelées 

instantanément dans de l’azote liquide. Au moins 5 g de matériel végétal sont broyés dans 10 ml de 

tampon STEx2 (STE : 50 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7) additionné de 1% bentonite 

(p/v), 1% SDS (p/v), 1% polyvinylpyrrolidone MM 25000 (p/v) et 0,1% "-mercaptoéthanol (v/v). Le 

mélange est ensuite extrait avec 1,5 ml de phénol saturé au STE et 0,75 ml de chloroforme-alcool 

isoamylique (24 :1, v/v) par gramme de feuille. La phase aqueuse obtenue après centrifugation de 10 

min à 10000g est ajustée à une concentration de 15% d’éthanol. Des colonnes de cellulose Whatman 

CF-11 en suspension dans du STE+15% éthanol sont coulées dans des seringues de 20 ml stériles 

bouchées par un filtre Miracloth. La solution d’ARN est soumise à deux étapes de chromatographie 

sur ces colonnes. Chaque cycle consiste à charger la solution sur la colonne, puis effectuer un lavage 

par 150 ml de STE+15% éthanol. L’élution des ARN double-brins est réalisée par ajout de 10 ml de 

STE. Après la deuxième chromatographie, les ARN double-brins sont concentrés par une précipitation 

de 12h à -20°C avec 1/10 volume d’acétate de sodium 3 M, pH 5,6, et deux volumes d’éthanol. Après 

centrifugation d’1h à 8000g, le culot est repris dans 800 µl de STE et disposé dans des microtubes. Les 

ARN sont à nouveau précipités 15 min avec 1/10 volume d’acétate de sodium 3 M pH 5,6 et deux 

volumes d’éthanol à -20°C. Après centrifugation et lavage du culot à l’éthanol 70%, le culot est repris 

dans 50 µl d’eau stérile et conservé à -80°C jusqu’à utilisation. 

Les ARN double-brin sont soumis à un traitement à la RNase A avant d’être analysés sur gel 

d’agarose. La réaction s’effectue dans du SSCx2 (SSCx1 : NaCl 150 mM ; Citrate de Na 15 mM) en 

présence de 0,1 µg/ml de RNase A pendant 20 min à température ambiante. Puis, 1 mg/ml de 

protéinase K et 1% de SDS sont ajoutés au milieu réactionnel afin de dégrader la RNase A. Après 1h à 

50°C, les ARN sont purifiés par trois étapes successives au phénol-chloroforme-alcool isoamylique 

(25:24:1). Les ARN sont précipités comme précédemment par ajout d’un volume d’acétate de sodium 

3M, pH 5,6 et deux volumes d’éthanol. Le culot est ensuite repris dans de l’eau stérile et analysé sur 

gel d’agarose. 

2.1.4. Test d’encapsidation (Jupin et al., 1990) 

Afin de définir si un ARN est encapsidé dans une particule virale, deux extractions d’ARN sont 

effectuées en parallèle : une extraction au tampon polysome (voir paragraphe 2.1.2.), et une au Tris-

MgCl2. L’extraction au Tris-MgCl2 permet de ne conserver que les ARN encapsidés. Ainsi, trois 

lésions sont prélevées d’une feuille infectée et sont broyées dans 500 µl tampon Tris-MgCl2 (Tris 100 

mM ; MgCl2 10 mM ; pH 7,5). Le broyat est incubé à 37°C pendant 30 min afin de laisser agir les 

RNases présentes dans l’extrait. Des purifications au phénol puis au phénol-chloroforme sont 

réalisées. Le surnageant est prélevé et les ARN sont précipités avec 150 mM de NaCl et deux volumes 
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d’éthanol 100%. Le culot obtenu est repris dans 200 µl d’acétate de sodium 3 M pH 5,6, laissé 30 min 

à -20°C et vortexé. Après centrifugation 30 min à 4°C à 13000 rpm, le culot est lavé à l’éthanol 70%. 

Les ARN peuvent ensuite être analysés par northern-blot. 

2.2. Tests de clivage in vitro 

2.2.1. Transcription in vitro d’ARN 

Un plasmide linéarisé en aval de la séquence à transcrire est utilisé comme matrice. La réaction de 

polymérisation s’effectue dans les conditions suivantes décrites par RiboMax® : 1 µg d’ADN linéarisé 

incubé à 37°C en présence de : 80 mM HEPES-KOH pH 7.5 ; 24 mM MgCl2 ; 2 mM spermidine ; 40 

mM DTT ; 7,5 mM rATP ; 7,5 mM rCTP ; 7,5 mM rTTP ; 0,3 mM rGTP ; 3 mM analogue de coiffe 

m7G ; 2U/µl RNaseOUT™ ; enzyme mix (T7 ARN Polymérase, Recombinant RNasin® 

Ribonuclease, Inhibitor and Recombinant Inorganic Pyrophosphatase). Après 30 min d’incubation à 

37°C pour favoriser l’incorporation de la coiffe, le rGTP est ajusté à 7,5 mM comme les autres dNTPs, 

permettant l’élongation des brins néosynthétisés pendant 2 à 4 heures. L’ADN matrice peut être 

spécifiquement dégradé par un traitement à la DNase (0,1 U/µl) de 30 min à 37°C. Les transcrits sont 

ensuite purifiés et précipités à l’acétate de sodium avant d’être analysés sur gel d’agarose. 

2.2.2. Cinétique d’incubation de transcrits dans des extraits acellulaires 
végétaux 

1µg de transcrit purifié est incubé dans un volume final de 25 µl comprenant soit : 

1) dans le cas d’une incubation dans du tampon seul : 12,5 µl de tampon (100 mM acétate de 

potassium ; 4,3 mM acétate de magnésium ; 10 mM DTT ; 1 mM CaCl2 ; 1 mM spermidine ; 

24 mM HEPES pH 7,6) ; 0,5 µl RNasOUT! (Invitrogen) ; eau stérile. 

2) lors d’une incubation dans des extraits de germe de blé : 12,5 µl d’extrait de germe de blé 

(Promega) ; 2 µl d’un mélange d’acides aminés (1 mM) privé de méthionine ; 1,5 µl 

methionine (10 µM) ; 0,5 µl RNasOUT! (Invitrogen) ; eau stérile. 

3) dans le cas d’incubation des transcrits en présence d’ARN provenant d’extraits de germes de 

blé : 12,5 µl de tampon (100 mM acétate de potassium ; 4,3 mM acétate de magnésium ; 10 

mM DTT ; 1 mM CaCl2 ; 1 mM spermidine ; 24 mM HEPES pH 7,6) ; 8 µl d’ARN de germe 

de blé ; 0,5 µl de RNasOUT! (Invitrogen) ; eau stérile. 

Les ARN totaux issus de germes de blé ont été hautement ou partiellement purifiés par des étapes de 

traitement au phénol puis au phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1), ou uniquement au 

phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1), respectivement. 



 Matériel et méthodes  

 

165 

L’incubation se fait à 25°C pendant une durée prédéfinie en fonction de l’expérience. Les 

prélèvements de 1 µl à chaque temps de la cinétique sont mélangés à 20 µl d’une solution d’urée 8 M. 

5 µl peuvent ensuite être analysés par northern-blot. 

2.3. Analyse des ARN par hybridation moléculaire 

2.3.1. Analyse d’ARN de haut poids moléculaire par northern-blot 

Un volume d’ARN totaux (5 µg) est resuspendu dans 4 volumes de tampon de charge dénaturant 

(HEPES-KOH 20 mM pH 7,8 ; EDTA 1 mM ; formamide 50% ; formaldéhyde 6% ; bleu de 

bromophénol 0,005% ; BET 0,001%) et chauffés à 65°C pendant 5 min. Les ARN ainsi dénaturés sont 

déposés sur gel d’agarose dénaturant (agarose 1% ; HEPES-KOH 20 mM pH 7,8 ; EDTA 1 mM ; 

formaldéhyde 6%). La migration s’effectue à 80 V dans du tampon HEPES (HEPES-KOH 20 mM pH 

7,8 ; EDTA 1 mM) jusqu’au bas du gel. Les ARN sont ensuite transférés sur membrane Hybond™ - 

NX (Amersham Biosciences) par capillarité dans du tampon SSCx20 (SSCx1 : NaCl 150 mM ; citrate 

de sodium 15 mM) pendant toute la nuit. Les ARN sont ensuite fixés par irradiation aux UV (254 nm, 

120 µJ/cm") sur la membrane dans un appareil Stratalinker® UV Crosslinker (Stratagene). La 

membrane placée dans un cylindre est pré-hybridée dans un four à 60°C avec 10 ml d’un tampon 

d’hybridation pour ribosonde (formamide 50% ; SSCx5 ; Denhardt 0,16% ; tampon phosphate 50 mM 

pH 6,5 ; SDS 0,1% ; ADN 250 µg/ml ; ARN 500 µg/ml) ou désoxyribosonde (PerfectHyb ™ Plus, 

Sigma). La sonde est ajoutée une heure après, et l’hybridation est conduite pendant une nuit à 55°C. 

Des séries de trois lavages sont effectuées en utilisant des solutions de stringence croissante (SSCx2 ; 

SDS 0,1% puis SSCx0,2 ; SDS 0,1%) à une température de 65°C. La membrane est séchée puis la 

radioactivité est détectée par autoradiographie ou par phosphorimaging. 

2.3.2. Analyse d’ARN de faible poids moléculaire par northern-blot 

La solution d’ARN est resuspendue dans 0,3 volume de tampon de charge (Tris-HCl 50 mM pH 7,7 ; 

EDTA 5 mM ; glycérol 50% ; bleu de bromophénol 0,03% ; BET 0,01%). Les ARN sont dénaturés 

par chauffage à 95°C 4 min et refroidissement instantané, puis sont déposés sur un gel dénaturant 

d’acrylamide-bisacrylamide (urée 7 M ; acrylamide-bisacrylamide 19:1 17,5% ; TBEx0,5 ; persulfate 

d’ammonium 0,05% ; TEMED 0,05%). La séparation des brins s’effectue dans un tampon TBEx0,5 à 

80 V pendant 3 à 4h. Les petits ARN sont transférés activement du gel sur membrane Hybond-

NX™ dans du tampon TBEx0,5 à 80 V pendant 1h. L’efficacité du transfert peut être constatée par 

observation des ARN sous lumière UV. Les ARN sont ensuite fixés sur la membrane par irradiation 

aux UV (254 nm, 120 µJ/cm") dans un appareil Stratalinker® UV Crosslinker (Stratagene). La 

membrane est pré-hybridée dans du tampon PerfectHyb ™ Plus (Sigma) à 42°C pendant 1h, avant 

d’être hybridée avec une sonde radioactive pendant une nuit à la même température. Les lavages sont 
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réalisés à 50°C dans des tampons de stringence croissante (SSCx2 ; SDS 2% puis SSCx1 ; SDS 1%) 

afin de défaire les appariements aspécifiques. La radioactivité est ensuite révélée par autoradiographie 

ou par phosphorimaging. 

2.3.3. Synthèse d’une sonde ADN marquée au [!-32P] dCTP 

Un amplicon obtenu après réaction PCR spécifique de la séquence à cibler est purifié et 25 ng de cet 

ADN sont dénaturés à 100°C et refroidis instantanément dans la glace. Pour synthétiser la sonde, le kit 

Prime-a-gene® Labeling Systeme (Promega) est utilisé : 10 µl de tampon (Tris-HCl 250 mM pH 8 ; 

MgCl2 25 mM ; DTT 10 mM ; HEPES 1 M pH 6,6 ; random hexanucléotides) ; 2 µl d’un mélange 

dATP, dGTP, dTTP (500 µm) ; 2 µl de BSA (10 mg/ml) ; 2,5 µl de [!-
32

P] dCTP (3000 Ci/mmol ; 10 

mCi/ml) ; 1 µl de Klenow (DNA Polymerase I Large Fragment, 5 U/µl) ; eau stérile qsp 50 µl. La 

réaction s’effectue pendant 1h à température ambiante, puis est arrêtée par chauffage de 2 min à 

100°C. La sonde est purifiée sur colonne Microcon® YM-30 (Millipore) et ajoutée au tampon 

d’hybridation de la membrane. 

2.3.4. Synthèse de sondes ribonucléiques marquées au [!-32P] UTP 

Le plasmide contenant la séquence complémentaire à la séquence d’intérêt, sous contrôle d’un 

promoteur T3, T7 ou Sp6, préalablement linéarisé par digestion de restriction en aval de la séquence à 

transcrire est soumis à une transcription en présence d’UTP radiomarqué.  La réaction se fait dans les 

conditions suivantes : 1 µg d’ADN linéarisé ; 2 µl de tampon x 10 (Tris-HCl 400 mM pH 8 ; 

MgCl2 100 mM ; DTT 100 mM ; NaCl 100 mM ; spermidine 40 mM) ; 1 µl d’un mélange d’ATP, 

CTP et GTP (12,5 mM) ; 1 µl d’UTP (0,5 mM) ; 2 µl de [!-
32

P] UTP (3000 Ci/mmol ; 10 µCi/µl) 

(Amersham Biosciences) ; 1 µl de BSA (2 mg/ml) ; 0,5 µl d’inhibiteur de RNase (40 U/µl) ; 1 µl de 

RNA polymérase T3, T7 ou Sp6 (50 U/µl) ; eau stérile qsp 20 µl. La réaction se fait par incubation du 

milieu réactionnel à 37°C pendant 1h, puis l’ADN matrice est dégradé par addition de DNase RQ 1 (1 

U) (Promega) pendant 30 min à température ambiante. La sonde est alors purifiée par traitement au 

phénol/chloroforme, précipitée à l’éthanol en présence d’acétate d’ammonium 2 M final, et 

resolubilisée dans 50 µl d’eau stérile. 

2.3.5. Marquage d’oligonucléotide au ["-32P]ATP 

La T4 polynucléotide kinase permet le transfert d’ATP en 5’OH d’ADN ou d’ARN. La réaction se fait 

dans les conditions suivantes : 2,5 µl d’un oligonucléotide (10 µM) ; 2 µl de tampon (Tris-HCl 

500 mM pH 7.6 ; MgCl2 100 mM ; DTT 50 mM ; spermidine 1 mM ; 1 mM EDTA) ; 1 µl de 

polynucléotide kinase (10 U/µl) ; 2,5 µl de [#-
32

P]ATP ; eau stérile qsp 20 µl. Après incubation à 37°C 

pendant 1 h, la sonde est purifiée sur colonne Microcon® YM-30 (Millipore). 



Figure MM.1. : Courbes obtenues en fin de réaction de RT-PCR quantitative. Les courbes 

rouges correspondent chacune à la quantité de fluorescence observée dans une réaction en fonction 

du nombre de cycles. Le début de la phase exponentielle correspond à la Ct (threshold cycle ou 

cycle seuil). La quantité relative est représentée par le !!Ct, calculé par comparaison des Ct entre 

les échantillons et entre les gènes variables et constants. Les courbes vertes représentent le bruit de 

fond de la fluorescence.

CtCt
!Ct
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2.4. Analyse transcriptomique par qRT-PCR 

2.4.1. Transcription inverse 

Cette technique consiste en la production d’un ADNc à partir d’ARN. Dans un volume de 5 µl, 1 µg 

d’ARN total et 0,5 µg d’oligonuléotide sont dénaturés 10 min à 70°C et refroidis instantanément dans 

la glace. L’oligonucléotide utilisé peut être spécifique d’une séquence choisie, ou cibler tous les ARN 

messagers en  utilisant un oligonucléotide (dT)10 s’hybrisant sur les queues polyadénylées. La solution 

d’ARN est soumise à la réaction de transcription inverse qui s’effectue dans un volume total de 20 µl 

contenant : 4 µl de tampon ImProm-II™ 5x ; MgCl2 1,5 mM ; dNTP 0,5 mM ; RNaseOUT™ 20 U ; 

DTT 5 mM ; transcriptase inverse 10 U. Le mélange est placé dans un thermocycleur et les conditions 

suivantes sont utilisées : 5 min à 25°C favorisent l’hybridation de l’oligonucléotide, 42°C pendant 1h 

permet l’élongation, et finalement à 70°C 15 min inactivent la transcriptase inverse. Après la réaction, 

30 µl d’eau sont ajoutés pour diluer l’ADNc qui peut être utilisé directement pour une PCR sans 

purification préalable. 

2.4.2. RT-PCR quantitative 

La technique de RT-PCR quantitative (qRT-PCR)  permet de mesurer la quantité relative d’un ARN 

messager d’intérêt par rapport à un messager contrôle dont la quantité ne varie pas. Lors de la PCR, le 

fluorophore SYBR Green s’intercale dans l’ADN double-brin, ce qui induit sa fluorescence. La 

fluorescence observée en phase exponentielle est donc proportionnelle à la quantité d’ADN synthétisé, 

elle-même proportionnelle à la quantité de matrice de départ. Pour chaque réaction, un cycle seuil (Ct) 

est attribué, correspondant au cycle où le signal fluorescent passe au dessus du bruit de fond (figure 

MM.1.). 

La réaction s’effectue en présence de LightCycler® 480 SYBR Green I Master kit (Roche), d’un 

couple d’oligonucléotides à 0,5 µM, et d’ADNc en quantité adaptée en fonction de l’expression du 

gène d’intérêt. Chaque échantillon est déposé en triplicat dans une plaque de 96 puits, soumise à 95°C 

pendant 10 min, puis à 45 cycles à 95°C 15 s, 60°C 20 s, et 72°C 40 s. Afin de vérifier l’efficacité des 

oligonucléotides utilisés, une courbe de fusion est effectuée de 95°C à 50°C par diminution d’1°C à 

chaque cycle. Le niveau d’expression de chaque ARN est normalisé par rapport à un ARN messager 

constant en comparant les $$Ct. 
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2.5. Caractérisation des extrémités 5’ et 3’ des ARN 

2.5.1. La technique du 5’RACE (Rapid Amplification of cDNA End) 

Cette technique permet de déterminer la position exacte de l’extrémité 5’ d’un ARN grâce à la ligation 

d’un oligoribonucléotide de séquence connue, ou linker, à l’extrémité 5’ phosphorylée d’un ARN. Les 

échantillons sont préalablement soumis ou non à des traitements enzymatiques qui modifieront les 

extrémités 5’ des ARN. Tous les échantillons sont traités dans les mêmes conditions de réaction, en 

présence ou en absence d’enzyme. La technique est schématisée sur la figure III.15 du chapitre III. 

a) Traitement à la CIP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) 

Les ARN totaux sont déphosphorylés par un traitement à la CIP dans les conditions suivantes : 5 µg 

d’ARN, 5 µl de tampon 10x (0.5 M Tris-HCl pH 9.3, 10 mM MgCl2, 1 mM ZnCl2, 10 mM 

spermidine), 2 mM de DTT, 40 U de RNasine, 20 U de CIP, dans un volume final de 50 µl. La 

réaction s’effectue pendant 30 min à 37°C. Les ARN traités sont ensuite purifiés au phénol-

chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1 ; v/v), et précipités avec 1/10 volume d’acétate de sodium  

3 M pH 5,6 et deux volumes d’éthanol absolu. 

b) Traitement à la TAP (Tobacco Acid Pyrophosphatase)  

Ce traitement a pour but de cliver la coiffe ou les deux phosphates terminaux et conduit à la 

production d’ARN monophosphorylé. Les ARN obtenus sont traités ensuite à la TAP: 5 µg d’ARN 

totaux sont incubés 1h à 37°C en présence d’1 µl de tampon 10x (500 mM acétate de sodium pH 6,0, 

10 mM EDTA, 1% beta-mercaptoéthanol, 0,1% Triton X-100), et d’1 µl de TAP dans un volume total 

de 10 µl. A la suite du traitement, les ARN sont à nouveau purifiés et précipités. 

c) Ligation par la T4 RNA ligase 

La ligation d’un oligoribonucléotide en 5’ d’un ARN ne peut s’effectuer que si l’extrémité 5’ de 

l’ARN est phosphorylée. Une coiffe ou une absence de phosphate empêche la ligation. Les ARN 

traités précédemment sont soumis à cette étape de ligation dans les conditions suivantes : 5µg d’ARN 

totaux, 50 nM d’ARN linker, 2 µl de tampon 10x (500 mM HEPES-NaOH pH 8.0, 100 mM MgCl2, 

100 mM DTT), 1 mM d’ATP, 80 U de RNasine, 50 U de T4 RNA ligase dans un volume final de 20 

µl. La réaction s’effectue pendant 1h à 37°C, puis les ARN sont purifiés et précipités à l’acétate de 

sodium et dissous dans 5 µl d’H20 stérile. 

d) Transcription inverse et amplification par PCR 

Le produit de ligation purifié est soumis à une transcription inverse dans les conditions décrites 

précédemment, en utilisant un oligodésoxyribonucléotide s’hybridant à une séquence située en 3’ de 



Tableau MM.1. : Séquence des oligonucléotides utilisés pour les expériences de 5’RACE et de 

cRT-PCR. Le nom des oligonucléotides ainsi que leur séquence de 5’ en 3’ sont indiqués. Leur 

rôle est précisé sur les figures correspondant aux expériences dans le chapitre III.

5’-GAACACUGCGUUUGCUGGCUUUGAUGAAA-3’rRACE-5

5’-GAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG-3’Race5

5’-AAAAGCTTTTTTTTTTTTGTCAATATACTGACAAAGAACCCTACAAGG-3’HdT12-R3

5’-GCGGGCTAGCGCACGCTAC-3’BS3r74-56

5’-CAAAAGTGTCTAGAGACG-3’BS3r56-39

5’-CTTCAATATACTGAAGGTAC-3’BS3r1720-1701

5’-ACACGCCATACACGTTTG-3’BS3r1475-1458

5’-GACCGACCTCAATCCAAGCG-3’BS3f84-103

5’-TTAAGCTTTTTTTTTTTTGTCAATACACTGACAGA-3’BN5r-dtHind

5’-TCCACTTACGTCACTTAG-3’BN5r-61-44

5’-CACTTAGAACAGCGGTAC-3’BN5r-50-33

5’-CATTTCACATCCAGTCAGT-3’BN5r-1312-1294

5’-TGGATGCAGTAATTTATCGA-3’BN5f-79-97

5’-CAGGCTAGCGTCCTCAC-3’BN3r-74-58

5’-CTCACATATATCACCAACTGA-3’BN3r-62-42

5’-GTTGGGTTTCCTGACC-3’BN3f-74-89

5’-CTTTGTCAGTATATTGAC-3’413

5’-TTCACACCCAGTCAGTAC-3’303

5’-CACGATGCCGCCGTCAAG-3’262

SéquenceNom
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l’ARN dont on veut déterminer l’extrémité 5’. Une PCR est ensuite effectuée en utilisant un 

oligonucléotide de séquence identique à la séquence du linker, et un antisens complémentaire à la 

séquence d’intérêt dans des conditions normales de PCR, en faisant une élongation supplémentaire de 

5 min à 72°C en fin de réaction, afin que la polymérase rajoute des A protrudants aux extrémités. Les 

produits obtenus sont purifiés puis précipités avec 200 mM de NaCl et deux volumes d’éthanol absolu. 

e) Clonage et séquençage des produits d’amplification obtenus 

Les produits de PCR sont ensuite clonés dans le vecteur pGEM-T grâce aux extrémités A sortantes. 

Les bactéries transformées par le vecteur recombinant sont mises en culture afin d’amplifier le vecteur 

et de l’extraire pour le séquencer.  

2.5.2. La technique de cRT-PCR 

La technique de cRT-PCR permet de déterminer l’extrémité 3’ d’un ARN. Cette technique consiste en 

la ligation sur elle-même d’une molécule d’ARN d’intérêt, provoquant ainsi sa circularisation. Les 

extrémités 5’ et 3’ sont donc liées l’une à l’autre, et peuvent être matrices d’une réverse transcription 

suivie d’une amplification par PCR grâce à des oligonucléotides spécifiques. L’amplicon obtenu est un 

hybride des extrémités 5’ et 3’ de l’ARN d’intérêt. La technique est schématisée dans le chapitre III en 

figure III.17.. 

a) Circularisation des ARN 

Les échantillons sont traités à la CIP et/ou à la TAP comme décrit précédemment (cf chapitre 2.5.1). 

Puis les ARN sont circularisés par ligation de leurs extrémités 5’ et 3’ à la RNA ligase dans les 

conditions suivantes : 5 µg d’ARN totaux, 4 µl de tampon 10x (500 mM HEPES-NaOH pH 8.0, 

100 mM MgCl2, 100 mM DTT), 1 mM d’ATP, 80 U de RNasine, 50 U de T4 RNA ligase dans un 

volume final de 40 µl, pendant 1h à 37°C. 

b) Transcription inverse et amplification par PCR 

Le produit de ligation purifié est soumis à une transcription inverse dans les conditions décrites 

précedemment, en utilisant un oligodésoxyribonucléotide s’hybridant à une séquence proche de 

l’extrémité 5’ de l’ARN d’intérêt. Une PCR est ensuite effectuée en utilisant un oligonucléotide 

antisens complémentaire à la séquence 5’, et un oligo renfermant une séquence à la séquence 3’ de 

l’ARN d’intérêt dans des conditions normales de PCR. Les produits obtenus sont analysés après 

clonage comme décrit dans le paragraphe 2.5.1.e). 

 

Les oligonucléotides utilisés pour les expériences de 5’RACE et de cRT-PCR sont représentés dans le 

tableau MM.1.. 



Objet Positions

Origine de réplication (ori V) 5763-6380

T-DNA 11873-3309

LB 11873-11899

lacZ 830-12321

Promoteur 35S 12570-12946

Cassette de clonage 14-43

Terminateur 35S 47-773

Terminateur Nos 1741-1488

NPT II (résistance kanamycine) 2925-2131

Promoteur Nos 3284-2946

RB 3283-3309

ColE1 ori 4606-4973

NPT III (résistance kanamycine) 7842-8834

Objet Positions

RB 1-25

T-DNA 1-5012

Promoteur G10-90 33-275

XVE (protéine de fusion) 291-1742

Terminateur pea rbcS E9 1882-2176

Promoteur Nos 2192-2524

Hpt (résistance hygromycine) 2525-3550

Terminateur Nos 3553-3828

Opérateur LexA 3839-4189

Cassette de clonage 4197-4239

Terminateur pea 3A 4248-4717

LB 4988-5012

Résistance spectinomycine 8570-9819

Objet Positions

LB 1-27

T-DNA 1-5151

Terminateur mannopine synthase 362-111

BAR (résistance BASTA) 924-373

Promoteur mannopine synthase 1310-930

Promoteur 35S 1321-2652

Cassette de clonage 2735-2761

Intron CHS 2765-4117

Cassette de clonage 4123-4158

Terminateur OCS 4176-4886

RB 5128-5151

Origine de réplication pVS1 6213-7213

NPT II (résistance kanamycine) 10187-10981

A.

B.

Figure MM.2. : Représentation schématique des vecteurs binaires. A. Le vecteur pBin61. B. Le 

vecteur pFGC. C. Le vecteur pER8. Les différentes séquences d’intérêt sont représentées sur le 

schéma et leurs positions sont indiquées dans le tableau.

Flèche verte : promoteur ; flèche orange : cadre de lecture ; trait rouge : terminateur ; rectangle 

jaune : origine de réplication ; RB et LB : bordures gauches et droites du T-DNA, respectivement. 

C.

A.
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III. ADN 

3.1. Vecteurs de clonage 

3.1.1. Le plasmide pGEM®-T (Promega) 

Ce plasmide commercial est linéarisé par EcoRV au niveau de la cassette de clonage, où une 

thymidine est ajoutée à chaque extrémité 3’OH. Un clonage rapide est alors possible à partir d’une 

séquence d’ADN provenant d’un produit de PCR contenant des extrémités adénosines 3’OH ajoutées 

naturellement en fin de cycle par les Taq polymérases classiques. La cassette de clonage est située 

dans le gène lacZ qui code pour le peptide ! de la "-galactosidase. Ce plasmide contient également 

une origine de réplication bactérienne, un gène de résistance à l’ampicilline, l’origine de réplication du 

phage f1 et les séquences promotrices T7 et SP6 de part et d’autre de la cassette de clonage. 

3.1.2. Le plasmide pBS (pBluescribe) 

Dérivé du pUC19, il contient une origine de réplication colE1, un gène de résistance à l’ampicilline et 

une cassette de clonage bordée par les promoteurs T3 et T7 et située dans le gène lacZ, permettant une 

sélection blanc/bleu des colonies en présence d’X-gal et d’IPTG. Les ADNc du BNYVV sont clonés 

dans ce vecteur, qui permet après linéarisation la transcription in vitro d’ARN infectieux. Il faut noter 

que l’ARN-5 sous contrôle d’un promoteur T7 a été cloné dans le vecteur pUC19 (Link et al., 2005). 

3.1.3. Le plasmide binaire pBin 61 

Dérivé du pBin19, le vecteur pBin 61 (figure MM.2.A.) contient une origine de réplication (ori V) 

reconnue à la fois par E. coli et par A. tumefaciens. Les agrobactéries peuvent transférer une partie du 

vecteur (T-DNA) à la plante sous forme d’ADN simple brin qui sera intégré au génome cellulaire 

(pour revue voir Tzfira et al., 2004 ; Lee and Gelvin, 2008). Le T-DNA renferme le gène de résistance 

à la kanamycine (NPT II), et une cassette de clonage bordée des promoteurs et terminateurs 35S du 

CaMV. Le T-DNA est délimité par les bordures RB et LB. 

3.1.4. Le plasmide binaire pFGC5941 

Le plasmide binaire pFGC5941 (figure MM.2.B.) contient un T-DNA renfermant un gène de 

sélection des plantes par l’herbicide Basta (BAR), deux cassettes de clonages de part et d’autre de 

l’intron de la chalconne synthase. Ce vecteur permet l’expression d’un ARN sous le contrôle du 

promoteur 35S et du terminateur OCS (octopine synthase). L’insertion de deux séquences en réverse 

complément dans chacune des cassettes de clonage permet l’expression d’un ARN en tige-boucle, et 
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l’activation du mécanisme d’ARN silencing dans les plantes. La sélection du vecteur dans les 

agrobactéries se fait sur milieu kanamycine puisque le gène NPT II en confère une résistance. 

3.1.5. Le plasmide binaire pER8 

Ce plasmide (figure MM.2.C.) est capable de se répliquer dans les bactéries et les agrobactéries, et 

peut être transmis à la plante par agrotransfection. L’ADN-T délimité par les bordures gauche (LB) et 

droites (RB) renferme : 1) un promoteur constitutif synthétique et le terminateur TE9 qui contrôlent la 

transcription du gène de fusion XVE, constituée du domaine de liaison à l’ADN de LexA, de la région 

activatrice de transcription de VP16 et du domaine régulateur du récepteur humain de l’œstrogène 

(hER), 2) le gène de l’hygromycine phosphotransférase II (Hpt), sous contrôle du promoteur et du 

terminateur NOS, et qui permet la sélection des plantes transgéniques, 3) la cassette de clonage où le 

gène d’intérêt peut être cloné entre OLexA constitué de huit copies de l’opérateur LexA, associé à la 

région minimale du promoteur 35S (-46), et le terminateur T34. La protéine chimérique XVE est 

exprimée de façon constitutive dans les cellules de la plante mais ne devient transcriptionnellement 

active qu’en présence d’œstradiol. Ainsi, l’expression du gène d’intérêt peut être contrôlée par la 

présence d’œstradiol dans le milieu de culture de la plante. 

3.2. Techniques de clonage 

L’ensemble des approches que j’ai utilisées sont largement décrites dans la thèse, et par (Sambrook et 

al., 1989). Je ne détaillerai donc pas les méthodes "universelles" employées dans la majorité des 

laboratoires de biologie moléculaire. 

3.3. Mutagenèse par PCR "mega-primer" 

Des oligonucléotides sens et antisens renfermant la mutation à introduire suivie de la séquence aval 

sont dessinés. Ces oligonucléotides sont utilisés conjointement avec des primers aval, afin de produire 

par PCR deux amplicons, contenant chacun la séquence mutée. Ces produits d’amplification, appelés 

"mega-primer" vont ensuite être mélangés pour servir à la fois de matrice et de primer lors d’une 

réaction de PCR dite "mega-primer". La réaction est réalisée dans les conditions suivantes : 100 ng de 

chaque mega-primer, 15 µl de Mix HiFi (Fermentas®) dans un volume total de 30 µl, soumis à 94°C 1 

min, puis 5 cycles de 30 s à 94°C, 45 s à 49°C et 1 min à 72°C. La matrice ainsi synthétisée est 

soumise à une nouvelle amplification avec les oligonucléotides aval qui s’hybrident de part et d’autre 

de la séquence mutagénisée. Le produit final est ensuite digéré par des enzymes de restriction 

adéquates, et cloné en remplacement d’un fragment de restriction excisé de la séquence sauvage. 
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3.4. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) 

3.4.1. Préparation du matériel végétal 

Des feuilles de plantes virosées (1,5 g) sont récoltées, découpées au scalpel et infiltrées sous vide par 

une solution de formaldéhyde 1% afin de fixer les tissus. Les feuilles sont à nouveau infiltrées par la 

même solution, additionnée de glycine 2 M pour neutraliser le formaldéhyde. Après des lavages à 

l’eau, les feuilles sont congelées et broyées dans l’azote liquide.  

3.4.2. Préparation de la chromatine 

La poudre obtenue est mise dans 30 ml de tampon d’extraction 1 (sucrose 0,4 M ; Tris-HCl 10 mM pH 

8 ; MgCl2 10 mM ; "-mercaptoéthanol 5 mM ; inhibiteurs de protéase EDTA-free 1 pastille pour 50 

ml). La solution obtenue est filtrée deux fois à l’aide de papier Miracloth. Après centrifugation 20 min 

à 2900 g, le culot est repris dans 1 ml de tampon d’extraction 2 (sucrose 0,25 M ; Tris-HCl 10 mM pH 

8 ; MgCl2 10 mM ; Triton X-100 1% ; "-mercaptoéthanol 5 mM ; inhibiteur de protéase EDTA-free). 

La solution est à nouveau centrifugée 10 min à 13000 rpm, et le culot est repris dans 300 µl de tampon 

d’extraction 2. La solution obtenue est déposée sur 300 µl de tampon d’extraction 3 (sucrose 1,7 M ; 

Tris-HCl 10 mM pH 8 ; MgCl2 2 mM ; Triton X-100 0,15% ; "-mercaptoéthanol 5 mM ; inhibiteur de 

protéase EDTA-free) préparé dans un nouveau tube. Le tout est centrifugé à 13000 rpm pendant 1 h. 

Le culot est repris dans 500 µl de tampon de lyse nucléaire (Tris-HCl 50 mM pH 8 ; EDTA 10 mM ; 

SDS 1%, inhibiteur de protéase). La solution est soumise à sonication 4x10 s et conservée dans la 

glace entre chaque étape. Après centrifugation 10 min à 13000 rpm, le surnageant obtenu constitue la 

chromatine. 

3.4.3. Immunoprécipitation de la chromatine 

Afin d’éviter les interactions aspécifiques, une étape d’épuisement est menée. Un volume de 150 µl de 

chromatine est mis en présence de 40 µl de billes d’agarose et de 1350 µl de tampon de dilution 

(Triton X-100 1,1% ; EDTA 1,2 mM ; Tris-HCl 16,7 mM pH 8 ; NaCl 167 mM), sous agitation à 4°C 

pendant 1h. Les billes sont éliminées par centrifugation de 30 s à 13000 rpm. La moitié de la 

chromatine est alors incubée en présence d’anticorps spécifiques (anti HA), et l’autre moitié sans 

anticorps, sous agitation à 4°C toute la nuit. Les billes d’agarose sont conditionnées par trois lavages 

successifs dans du tampon de dilution. Chaque immunoprécipitation est incubée en présence de 40 µl 

de billes 1h sous agitation à 4°C. Les billes sont lavées successivement par du tampon low salt (NaCl  

150 mM ; SDS 0,1% ; Triton X-100 1% ; EDTA 2 mM ; Tris-HCl 20 mM pH 8), par du tampon high 

salt (NaCl 500 mM ; SDS 0,1% ; Triton X-100 1% ; EDTA 2 mM ; Tris-HCl 20 mM pH 8), et enfin 

par du tampon au LiCl (LiCl 0,25 M ; Nonidet P-40 1% ; sodium deoxycholate 1% ; EDTA 1 mM ; 
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Tris-HCl 10 mM pH 8). L’élution du complexe est effectuée par deux étapes successives d’ajout de 

tampon d’élution (SDS 1% ; NaHCO3 0,1 M). Les deux éluats sont regroupés et additionnés de 20 µl 

de NaCl 5 M, puis laissés à 65°C toute la nuit. 

3.4.4. Récupération de la chromatine 

Les éluats sont supplémentés de 10 µl d’EDTA 0,5 M, de 20 µl de Tris-HCl 1M pH 6,5, et 2 µl de 

protéinase K 10 mg/ml, puis laissés 1h à 45°C. Les échantillons sont soumis à une purification au 

phénol-chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1), puis précipités à l’éthanol. Les fragments d’ADN 

obtenus sont ensuite clonés selon les méthodes habituelles, puis séquencés. 

 

IV. PROTEINES 

4.1. Analyse des protéines par Western-blot 

4.1.1. Extraction des protéines 

Les protéines extraites par broyage de 1 à 10 mg de matériel végétal dans 150 µl d’un tampon de 

dissociation (Tris-HCl 125 mM pH 6,8 ; SDS 5% ; glycérol 20% ; "-mercaptoéthanol 5% ; bleu de 

bromophénol 0,005%) à l’aide d’un microbroyeur, sont ensuite séparées des débris par centrifugation 

à 13000g pendant 5 min, puis dénaturées par chauffage de 5 min à 95°C. 

4.1.2. Séparation des protéines par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) 

Le gel constitué de deux couches successives permet de concentrer les protéines afin de mieux les 

séparer en fonction de leur taille. Le gel de concentration est constitué d’acrylamide 4%, de 

bisacrylamide 0,1%, Tris HCl 125 mM pH 6,8, SDS 0,1%. La résolution du gel de séparation est 

définie par la concentration d’acrylamide (acrylamide 8 à 15% ; bisacrylamide 0,2 à 0,37% ; Tris-HCl 

375 mM pH 8,8 ; SDS 0,1%). L’ajout final de TEMED 0,05% et de persulfate d’ammonium 0,05% 

catalyse la polymérisation de l’acrylamide avec le bisacrylamide entre deux plaques de verre. La 

séparation des protéines est effectuée dans un tampon de migration (Tris 25 mM pH 8,3 ; Glycine  

192 mM ; SDS 0,1%) à 100 V pendant 2 heures. 
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4.1.3. Immunodétection des protéines par Western-blot 

Le principe de cette technique est de détecter la présence d’une protéine après transfert sur une 

membrane, à l’aide d’un anticorps spécifique. 

Le transfert des protéines du gel de polyacrylamide sur membrane Immobilon! (Millipore!) est 

effectué dans un système Mini-Protean/Trans-Blot (Bio-Rad®) à 80 V pendant 1h30 à 4°C dans un 

tampon Tris-HCl 25 mM pH 8,3, Glycine 192 mM. La membrane est ensuite pré-incubée 1 heure dans 

du PBS-Tween 1% (NaCl 140 mM ; Na2HPO4 ; KH2PO4 ; Tween 1%) additionné de lait 5%, avant 

l’ajout de l’anticorps primaire à la concentration adéquate. Après une nuit sous agitation à 4°C, la 

membrane est lavée 3 fois 15 min avec du PBS-Tween 1%, puis incubée 2 heures dans le tampon 

d’incubation avec l’anticorps secondaire couplé à la peroxydase. La révélation se fait après lavages, 

par autoradiographie grâce au kit Lumi-light (Roche®). 

4.2. Analyse des protéines par MS-MS 

Les protéines à analyser sont déposées sur un gel de polyacrylamide comme décrit aux paragraphes 

4.1.1 et 4.1.2. Après la migration, le gel est fixé pendant 20 min dans une solution contenant du 

méthanol 45% et de l’acide acétique 1%. Puis les protéines sont mises à colorer toute la nuit dans un 

bain contenant du bleu colloïdal (méthanol 34% ; sulfate d’ammonium 17% ; acide acétique 0,5% ; 

bleu G250 0,1%). Le gel est ensuite décoloré dans 4 à 5 bains successifs d’eau stérile à 50°C. Les 

bandes détectées sont ensuite découpées, et les protéines sont extraites pour les analyser par MS-MS.  
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Résumé. Le virus des nervures jaunes et nécrotiques de la betterave est l’agent responsable de la 

rhizomanie de la betterave sucrière. La prolifération anarchique du chevelu racinaire est caractéristique 

de l’infection qui entraîne de lourdes pertes de rendement en sucre. L’utilisation de plantes tolérantes à 

la maladie maintient des rendements en sucre élevés mais conduit à la persistance de la charge virale 

dans le vecteur tellurique, Polymyxa betae, permettant ainsi l’apparition d’isolats contournant les 

résistances utilisées. La pathogenèse virale est entre autres liée à l’expression de la protéine non 

structurale p25, exprimée par l’un des ARN génomiques « accessoires » du virus. Le contournement 

des résistances utilisées au champ semble lié à des variations de séquence de la protéine p25. Dans 

cette revue, la biologie moléculaire du BNYVV, de son vecteur et les moyens de lutte contre la 

rhizomanie seront abordés. 

 

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