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Introduction générale

L'infection virale d’'une plante héte susceptible provoque souvent des altérations physiologiques
réduisant I'activité photosynthétique, augmentant la respiration cellulaire, I'accumulation de composés
azotés et activant des phénomeénes d’oxydation, conduisant a une altération de I'aspect de la plante
(Culver & Padmanabhan, 2008; Osterbaan & Fuchs, 2019). Ces modifications phénotypiques (ou

symptomes), associés a une perte de rendement des plantes cultivées ont longtemps justifié et
monopolisé I'étude des agents pathogenes des plantes.

Historiqguement, les symptoOmes ont été essentiellement considérés comme des conséquences de
I'infection de la plante hote par un virus pathogéne. Les symptomes, et plus généralement le phénotype
« infectieux », sont maintenant étudiés a travers une vision éco-évolutive, prenant en compte les
interactions entre les différentes espéces nécessaires a I'accomplissement du cycle infectieux incluant le
phénoméne de transmission (a minima, hote-virus-vecteur).

Des études récentes prennent également en compte des interactions complémentaires pouvant
influencer ou intervenir dans la coévolution de ces trois especes, a savoir, la communication inter-plantes,
la présence d’especes tiers comme des herbivores, pollinisateurs ou prédateurs du vecteur, mais
également des stress d’origine abiotique.

Les plantes étant des especes sessiles, la majorité des virus de plantes sont transmis par le biais d’un
vecteur (Bragard et al., 2013). Les modifications phénotypiques chez I’h6te induites par I'infection sont
rarement sans conséquence sur le comportement des vecteurs. Le fait que le virus modifie les traits de
son hote et de fait, puisse avoir une incidence sur sa propre transmission, laisse a penser qu’il est tres
probable que ces phénomenes n’aient pas échappé a la sélection naturelle. Les symptomes peuvent donc
étre considérés comme des leviers évolutifs permettant aux virus d’améliorer leur transmission. Les
symptomes induits par les virus sont pour certains auteurs un tres bon exemple de la notion de
« phénotype étendu», a savoir la capacité des genes d’un organisme donné a moduler son
environnement en outrepassant la limitation du simple organisme auquel appartient le génome (Dawkins,
1982).

La modification par un virus du phénotype de I'hote et/ou du comportement du vecteur favorisant la
transmission est un concept évolutif nommé « host and vector manipulation by plant viruses » (Mauck et
al. 2012), faisant écho a un concept plus général de « manipulation parasitaire » accepté dans la littérature
(Poulin 1994; 2010).

Le concept de manipulation parasitaire est redéfini en 1995 avec la parution d’un article de Poulin (1995)
qui traite de la distinction parfois complexe entre de réels phénomeénes adaptatifs ayant été sélectionnés
et de simples dérivés de l'infection. Il donne notamment une liste de bonnes pratiques et de critéres
permettant de confirmer I'aspect adaptatif de traits observés et de les discriminer des potentiels sous-
produits de I'infection qui pourraient aléatoirement influencer certains parameétres de la transmission. Le
dernier point abordé étant I'identification d’un ou des facteurs (génétique, protéique ou métabolomique)
responsable(s) du phénomene dit de manipulation. Dés le début de la discipline, la nécessité d’obtenir et



de décrire les mécanismes apportant des preuves de |'existence des phénoménes de manipulation avait
été annoncée. Rapidement, des travaux de recherche et de revue ont émergé dans le domaine (Hurd,
2003; Lefevre et al., 2006) validant le terme de manipulation parasitaire ainsi que ses conséquences
écologiques (Lefevre et al., 2009). Les modeles de ces études étaient alors essentiellement des vecteurs
hématophages transmettant des pathologies humaines. Par exemple, il a été montré que le plasmodium
(Plasmodium chabaudii), responsable du paludisme, modifie les odeurs de son héte pour attirer les
moustiques vecteurs lors d’un stade clé de l'infection (De Moraes et al., 2014). Des effets similaires ont
été découverts chez les flavivirus tel que les virus Zika ou la Dengue (Zhang et al. 2022). Pour ces deniers,
le mécanisme tres complexe et élégant a été partiellement identifié. Le virus réduit la production de
peptide antimicrobien de son hote, ce qui modifie la composition de son microbiote cutané. La
prolifération de bactéries commensales du genre Bacillus spp., productrices d’acétophénone, va ensuite
favoriser I'attraction des moustiques (Zhang et al. 2022).

Malgré le transfert de ces concepts vers le regne végétal dans les années 1990 (Blua & Perring, 1992), ce
n’est au cours des années 2010 que les domaines de la biologie et virologie végétale commencent a
s’'intéresser a I'étude du comportement du vecteur en réponse a l'infection, et son impact sur la
transmission. Avec au départ, comme pour I'émergence du terme de « manipulation parasitaire », des
auteurs précautionneux sur le réel caractére adaptatif de ce qui sera appelé par la suite en anglais « host
and vector manipulation by plant viruses » (Mauck et al. 2012; Mauck, De Moraes, and Mescher 2014).

On peut considérer trois mouvements qui se sont rapidement succédés (et chevauchés). Avec dans un
premier temps des études, restant généralement descriptives, mettant en évidence des comportements
du vecteur modifiés lorsque la plante hote est infectée. Le premier article en ce sens date de 1960 (Baker
1960) et ne traite que de descriptions purement agronomiques. Bien plus tard, des études bien qu’encore
descriptives, lient les observations réalisées a la transmission virale (Fiebig et al., 2004; Mauck et al., 2010;
Musser et al., 2003; Shapiro et al., 2012). Avec notamment I'article de Mauck et al. (2012) qui en
effectuant un travail de revue, montrent que les modifications comportementales induites pas les virus
ne sont pas identiques pour tous les virus, mais convergent pour des pathogenes ayant les mémes modes
de transmission, et ce malgré une distance phylogénétique importante au sein des virus constituants ces
groupes. Cette observation est un argument de poids appuyant I'hypothése que les modifications
comportementales induites par les virus sont adaptatives. Rapidement, des travaux de modélisation ont
pris en compte ces modifications comportementales en les implémentant dans des modéles
épidémiologiques, et ont montré des effets majeurs sur la dynamique de la transmission virale
(Eigenbrode & Gomulkiewicz, 2022; Gandon, 2018; Roosien et al., 2013). Parmi les facteurs influengant la
dynamique de transmission virale, on peut souligner les choix d’hote différentiels des vecteurs en fonction
des plantes saines ou infectées, ou des changements de préférences d’héte en fonction du statut du
vecteurs (porteur ou non du virus) (Ingwell et al., 2012; Medina-Ortega, Bosque-Pérez, et al., 2009;
Rajabaskar et al., 2014). Enfin, des travaux holistiques beaucoup plus récents commencent a décrire les
mécanismes mis en ceuvre par les virus pour modifier le comportement du vecteur. lls identifient par
exemple les composés percus par le vecteur induisant la modification de son comportement, ou encore
les interactants et voies de signalisation impliquées a la fois dans I'hote et dans le vecteur (Guo et al.,
2023; Lietal., 2023; Zhao et al., 2022).



Les travaux rapportés dans cette thése de doctorat ont pour ambition de faire progresser la
compréhension des mécanismes de manipulation parasitaire par les phytovirus évoqués ci-dessus et
cherchent a identifier les facteurs génétiques de la relation tripartite Plante-Virus-Vecteur.

Le premier objectif de la thése était de mettre en évidence des phénomeénes éventuels de manipulation
virale pour le cauliflower mosaic virus (CaMV) et le turnip yellows virus (TuYV), deux virus au biologie et
mode de transmission bien différents. Pour cela, plusieurs mesures comportementales ont été réalisées
sur leur vecteur commun, le puceron Myzus persicae, communément appelé puceron vert du pécher
(Chapitre 1, 2, et 4). Le deuxieme objectif était d’identifier les facteurs protéiques viraux responsables des
mécanismes sous-jacents pour chacun des virus (chapitres 1 et 2). Le troisieme objectif a été d’étudier les
modifications de comportement qui sont effectives aprées I'acquisition virale et qui peuvent impacter les
phénomeénes suivants d’inoculation (i.e., effets post-acquisitions) (Chapitre 3). C'est notamment lors de
ce chapitre de thése, que nous avons mis en perspective les effets comportementaux observés en fonction
des avantages et contraintes évolutives inféodées au type de transmission propre a chacun des virus
employés. Enfin, dans le dernier chapitre, nous nous sommes intéressés aux genes de pucerons
potentiellement détournés a des fins de manipulation, en les identifiant dans un premier temps par
RNAseq, puis en cherchant a valider empiriqguement leur implication dans les modifications de
comportement précédemment observées (Chapitre 4).



Introduction bibliographique

| - La transmission des phytovirus

Dans ce travail de these je me suis uniquement intéressé a la transmission virale par
I'intermédiaire d’un insecte vecteur (vecteur-borne transmission). Ce type de transmission est majoritaire
dans la nature et se décline sous différentes formes a travers une grande diversité d’espéces vectrices.
Pourtant, elle n’est pas le seul moyen de transmission employé par les virus de plantes pour infecter de
nouveaux hotes. Je commencerai donc par décrire succinctement les types de transmissions verticales de
la mére vers la fille, puis les types de transmissions horizontales, qu’ils soient mécaniques ou par vecteurs.

A) La transmission verticale

Par la graine

Plus d’une centaine de virus de plante sont transmis d’une plante parentale vers des descendants
via les graines (Johansen et al., 1994; Stace-Smith & Hamilton, 1988). Cependant, les techniques récentes
de détection virale dans les semences suggérent que ce nombre est sous-estimé (Pagan, 2022). Lors de ce
mode de transmission, le virus est quasiment uniquement porté par 'embryon a I'exception de quelques
rares exemples de contamination de la surface de la graine comme c’est observé pour le tobacco mosaic
virus (TMV, Famille : Virgaviridae, genre: Tobamovirus). L’efficacité de la transmission virale est
généralement peu élevée. Cependant, la persistance d’une faible proportion de plantes infectées a la
génération suivante peut étre suffisante pour maintenir une population virale conséquente au niveau du
paysage, lorsque I'on prend en compte d’autres moyens de transmission (comme la transmission par
vecteur) pour disséminer le virus en question a partir de ce faible effectif de départ. Il est intéressant de
noter que Pagdan et al. (2014) ont montré que le cucumber mosaic virus (CMV, famille : Bromoviridae,
genre : Cucumovirus) lors de passages successifs par la graine, perdait en virulence, s’accumulait moins
dans I’h6te Arabidopsis, mais le taux de transmission par la graine d’une génération a I'autre augmentait
en comparaison d’une population virale ayant évoluée par passages horizontaux lors d’inoculations
mécaniques. Cet exemple témoigne de I'importance cruciale du mode de transmission dans I'adaptation
d’un virus a son hote.

Par le pollen

Plusieurs dizaines de taxons viraux sont transmis par le pollen, notamment des cucumovirus
(famille : Bromoviridae) ou plus généralement les virus transmis par la graine (Mink, 1993). La
transmission peut étre verticale du pollen vers la graine mais également horizontale d’une plante a une
autre. Des travaux récents montrent que le CMV influence fortement le comportement d’insectes
pollinisateurs comme les bourdons (Groen et al., 2016; Murphy et al., 2023). Les plantes infectées par le
CMV sont plus attractives pour les pollinisateurs que les plantes non-infectées. La visite des bourdons
augmentant significativement la fitness des plantes infectées, a la fois par transport du pollen, mais
également par « buzzing » (fortes vibrations produites par le bourdon favorisant I'autofécondation). Cette
meilleure reproduction relative des plantes infectées par le CMV permettrait d’outrepasser les effets
déléteres de l'infection et ainsi de maintenir des alleles susceptibles a I'infection dans la population
végétale (Groen et al., 2016). Le méme groupe de recherche a également démontré que la préférence des



bourdons pour les plantes infectées était inversée une fois qu’ils avaient visité une plante infectée. Le
biais en faveur des plantes saines est ensuite équivalent a un facteur 10 (Murphy et al., 2023). Ces
qguelques travaux indiquent donc que les interactions virus-hote-pollinisateurs ont des conséquences
évolutives importantes encore largement inexplorées. Ainsi, I'implication des insectes dans les
phénoménes d’adaptation des virus a leur hote ne se limite pas seulement aux insectes vecteurs
« conventionnels » (i.e., acquérant les virus par I'ingestion de particules virales).

Par multiplication végétative

Les phytovirus se transmettent également par des propagules végétatives telles que les tubercules,
les rhizomes, les stolons, les cormes, les bulbes et les bourgeons (Sastry, 2013). Ce type de transmission
impacte des cultures d'importance économique telles que le manioc, la pomme de terre, la canne a sucre,
la banane, la patate douce, et la majorité des plantes fruitiéres et ornementales. La transmission virale du
porte-greffe vers le greffon chez des plantes pluriannuelles comme la vigne, par exemple, impacte les
rendements et cause la diffusion de virus habituellement non recherchés par les organismes de
guarantaine (Demian et al., 2020). Cette problématique a amené au développement de I'identification
virale a I’échelle du virome de plante par séquencage haut débit (Maree et al., 2018; Massart et al., 2017).

B) La transmission horizontale

La transmission virale horizontale peut s’effectuer mécaniquement (par blessure) ou par
I'intermédiaire d’'un vecteur. La transmission par vecteur permet a la fois d’abroger efficacement la
distance séparant deux plantes hotes normalement infranchissable pour un virus, mais également de
délivrer des particules virales dans des cellules encore vivantes. Ces caractéristiques expliquent sa
prépondérance chez les virus de plante. C’'est en effet le type de transmission le plus répandu chez les
phytovirus (environ 75% (Hogenhout et al. 2008; Hohn 2007)). La premiére observation de ce phénomene
a été réalisée au Japon en 1893 en transmettant le rice dwarf virus (RDV, famille : Sedoreoviridae, genre :
Phytoreovirus) par la cicadelle Nephotettix cincticeps (Uhler) (Famille : Cicadellidae).

Les vecteurs sont représentés par une tres grande diversité d’espéces (Bragard et al., 2013) comportant
des arthropodes (Blanc and Gutiérrez 2015), des nématodes (Brown et al., 1995), des zoospores flagellés
(Adams, 1991; Rochon, 2009) ou méme des plantes parasites comme les cuscutes (Bhat and Rao 2020;
Hartenstein, Albert, and Krause 2023). Cependant, la majorité des especes vectrices appartiennent a des
taxons d’insectes phytophages, principalement des membres de I'ordre des hémiptéres tels que les
pucerons (famille : Aphididae) et les aleurodes (famille : Aleyrodidae) (Hogenhout et al., 2008; Ng & Perry,
2004). Leur comportement alimentaire de piqueurs-suceurs ainsi que la structure anatomique de leurs
pieces buccales (stylets) permettant une intrusion dans les tissus végétaux sans dommage, font des
hémiptéres de véritables « seringues volantes ».

Le processus de transmission vectorielle comporte plusieurs étapes successives. L'acquisition désigne
I’ensemble des différents comportements conduisant a la rétention des particules virales dans le corps du
vecteur (internalisation ou rétention superficielle) lors de I'alimentation de ce dernier sur une plante
infectée. L'inoculation a lieu lors d’une alimentation ultérieure sur une plante hote non-infectée. Les
durées nécessaires aux phénomenes d’acquisition et d’inoculation different selon le tropisme tissulaire
du virus dans la plante mais également selon le type d’interaction avec le vecteur (paragraphe suivant).



Enfin la période de latence est le lapse de temps séparant le moment ou le vecteur devient virulifere (i.e.,
porteur du virus) et le moment ou il devient infectieux (i.e., capable de transmettre). Ces deux statuts
peuvent étre atteints de fagon concomitante ou consécutive, comme c’est le cas pour le tomato spotted
wilt virus (TSWV, famille : Tospoviridae, genre : Orthotospovirus) qui est acquis uniqguement par les stades
larvaires des thrips (famille : Thripidae) mais inoculé par les stades adultes (Roselld et al., 1996). Ces
différents modes d’acquisition, de rétention et d’inoculation ont permis d’établir plusieurs classifications
de stratégies de transmission comme décrit ci-apres.

Il - Les modes de transmission des virus

Plusieurs classifications ont été proposées afin de catégoriser les différents virus de plante selon
leurs modes de transmission. La plus ancienne, datant de 1939 (Watson & Roberts, 1939), classe les virus
selon un critere observationnel, le temps de rétention dans le vecteur. Les virus dits persistants perdurent
dans le vecteur durant des semaines ou des mois. lls nécessitent souvent une longue période d’acquisition
sur les plantes infectées. Les virus classés non-persistants sont a I'inverse des virus pouvant étre acquis
ou inoculés par le vecteur en quelques minutes voire secondes (le temps nécessaire pour effectuer une
piqdre intracellulaire de test dans la plante), mais ne peuvent étre transmis que durant les minutes ou
heures suivant I'acquisition. Ils sont également perdus si le vecteur mue. Enfin, les virus semi-persistants
possedent des caractéristiques intermédiaires avec un temps d’acquisition similaire aux virus non-
circulants mais étant retenus dans le vecteur durant plusieurs heures, voire quelques jours.

La deuxieme classification, plus fine, se base sur I'observation des particules virales dans le corps des
vecteurs (Kennedy, Day & Eastop 1962) (Figure 1). Elle distingue les virus circulants des virus non-
circulants. Les virus circulants sont internalisés dans I'insecte. Pour cela ils doivent interagir avec des
récepteurs spécifiques dans le tube digestif et franchir la membrane intestinale pour atteindre
I’'hémolymphe. Les particules virales doivent ensuite pénétrer les glandes salivaires de I'insecte afin de
pouvoir étre inoculées dans un nouvel hote lors des phases de salivation. Certains virus circulants se
répliquent dans leur vecteur, on les dénomme circulants propagatifs. Les virus non-circulants quant a eux
n’interagissent que superficiellement avec I'insecte en s’accrochant a la cuticule des stylets et/ou I'intestin
antérieur sans étre internalisés.
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Figure 1 : Différents types d’interactions des virus de plantes avec un puceron vecteur. L'intestin du puceron est
représenté en bleu et les glandes salivaires en brun. Les fleches blanches représentent I'internalisation des virus
circulants (hexagones jaunes) a l'intérieur du corps du puceron, a travers I'épithélium intestinal vers I'hémolymphe
et/ou d'autres organes, et finalement vers les glandes salivaires. Les virus non circulants (non persistants) sont
représentés en interaction avec I'extrémité des stylets maxillaires. Abréviation : FG, intestin antérieur ; HG, intestin
postérieur ; MG, intestin moyen. Le grossissement de 'extrémité des stylets en bas a droite représente le canal
commun. Les virus non circulants interagissent avec des récepteurs partiellement identifiés situés dans la cuticule
des stylets. L’adhésion des particules virales peut étre effectuée par (1) I'interaction directe de la capside ou bien
par (2-3) l'intermédiaire de protéines virales supplémentaires désignées sous le nom de "facteur assistant de la
transmission" ou « helper component » (HC ; représentés en bleu). D’aprés (Blanc, Drucker, and Uzest 2014).

La derniere classification prend en compte le site de rétention des particules virales. Les virus dits
« cuticula-borne » (Harris et al., 1996) correspondent aux virus non-internalisés et n’interagissant qu’avec
la cuticule interne de I'appareil buccal et du début du tube digestif de I'insecte. Cette catégorie est divisée
en deux avec les virus « stylet-borne » et les « foregut-borne » qui sont respectivement retenus dans les
stylets et I'intestin antérieur. Enfin, les virus « salivary gland-borne » correspondent aux virus internalisés
qui nécessitent d’étre secrétés a partir des glandes salivaires de I'insecte.

Ces trois nomenclatures peuvent étre regroupées dans une classification plus récente, exhaustive et
cohérente avec celles précédemment proposées. Elle se compose de 4 catégories. (i) Les virus non-
circulants non-persistants (NCNP), (ii) Les virus non-circulants semi-persistants (NCSP), (iii) Les virus
circulants persistants non-propagatifs (CPNP), et (iv) les virus circulants persistants propagatifs (CPP)
(Tableau 1).



Tableau 1 : Caractéristiques des différents modes de transmission de phytovirus par vecteur d’aprés
(Herrbach & Chesnais, 2021).

Virus Non-circulant Circulant Circulant propagatif
Mode Non-persistant Semi-persistant Persistant non-propagatif Persistant propagatif
Temps d'acquisition Secondes a minutes Minutes a heures Heures a jours Heures a jours

Sites d'acquisition Epiderme Epiderme et phloéme Phloéme Phloéme

Temps de latence Aucun Aucun Heures a jours Jours

Temps de rétention Minutes a heures  Heures a jours Semaines a vie Vie entiére

Temps d'inoculation Secondes a minutes Minutes a heures Heures a jours Heures a jours
Persiste lors de la mue Non Non Oui Oui

Réplication dans le vecteur Non Non Non Qui

Passage transovarien Non Non Non Possible pour certains virus
Specificité du vecteur Etendue Etendue Restreinte Restreinte

Afin d’éviter des répétitions avec les descriptions des classifications précédentes, seul le caractere
propagatif ainsi qu’une sous division au sein des virus non circulants seront abordés au sujet de cette
derniére classification.

A) Les virus propagatifs

Les virus propagatifs sont des virus de plantes se réplicant a la fois dans la plante et dans le vecteur.
Le tropisme tissulaire dans le vecteur est trés varié selon les familles virales et peut permettre une
transmission verticale trans-ovarienne (Honda et al., 2007; Huo et al., 2014). Les rhabdovirus peuvent, par
exemple, infecter la quasi-totalité des tissus de leur insecte vecteur malgré un tropisme tissulaire
important pour le systeme nerveux (Ammar & Hogenhout, 2008), alors que le tomato spotted wilt virus
(TSWV, famille : Tospoviridae, genre : Orthotospovirus) n’est pas détecté dans 'hémolymphe (Ullman,
1995). Ce dernier semble se répliquer uniquement dans l'intestin moyen, les muscles avoisinants et les
glandes salivaires (Nagata et al., 1999). Les virus propagatifs sont essentiellement étudiés chez les thrips,
les cicadelles et les fulgores (Hogenhout et al., 2008). Les descriptions de virus propagatifs chez les
pucerons sont rares, et sont limitées a la famille des Rhabdoviridae (Bhat et al., 2020; Christie et al., 1974;
Lightle & Lee, 2014). Basé sur la découverte de nombreux rhabdovirus chez les arthropodes a travers des
études de métagénomiques et d’analyses phylogénétiques, il a été suggéré que les rhabdovirus infectant
les plantes pourraient étre a I'origine des virus d’insectes (Whitfield et al., 2018). Le virus animal Aphis
citricidus picornavirus (AcPV, famille : Picornavirales) infectant le puceron brun des agrumes (Aphis
citricidus) peut étre transmis d’un puceron a 'autre par I'intermédiaire de la plante hote sur laquelle s’est
nourri un puceron infecté (An et al., 2023). Pour autant, le AcPV ne se réplique pas dans la plante. Cet
exemple d’intermédiaire de transmission entre un virus animal transmis uniquement verticalement, et un
virus de plante propagatif suggere que certains virus animaux ont pu s’adapter pour se répliquer
également dans des hotes végétaux. De plus, du point de vue de la manipulation virale, le contact tres
étroit entre le vecteur et un virus propagatif permet de faire I'hypothése de manipulations plus
importantes et/ou plus fines par I'interaction directe du virus avec le systéme nerveux, reproductif, ou
plus généralement, le comportement de I'insecte.
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B) Les stratégies d’interaction avec le vecteur

Les virus non circulants peuvent étre classés en deux catégories selon leurs stratégies d’interaction
avec la cuticule du vecteur (Figure 1). Les premiers sont les virus dont la protéine de la capside (CP)
interagit directement avec le vecteur. Ce type de transmission est trés répandu pour les virus non-
enveloppés, a savoir une forte majorité des virus de plante. Pour quelques virus NC, les bases structurales
d’interaction de la capside avec le vecteur sont connues. Par exemple, la résolution de la structure
atomique de la particule virale du cucumber mosaic virus (CMV) ainsi que des travaux de mutagénese
dirigée ont permis d’identifier le domaine d’interaction avec le vecteur, une structure en boucle BH-BI
permettant la liaison a des ions métalliques (Liu et al., 2002; Smith et al., 2000). Le second groupe
correspond aux virus requérant un facteur assistant de la transmission (HC pour « Helper Component »)
pour l'interaction avec leur vecteur (i.e., une protéine formant un pont protéique entre le virion et le
vecteur). Ce type de mécanisme a été particulierement caractérisé pour les potyvirus ainsi que les
caulimovirus. Le facteur assistant des potyvirus est la protéine HC-Pro de 50 kDa. Elle comprend un motif
conservé nécessaire a I'interaction avec le vecteur (KITC) ainsi que le motif PTK permettant I'interaction
avec un motif conservé (DAG) de la CP (Blanc et al. 1997; 1998). Chez les Caulimovirus, la P2 (18 kDa) est
le facteur assistant la transmission, et a essentiellement été étudiée a travers le cauliflower mosaic virus
(CaMV). La région N-terminale de P2 se lie aux stylets des pucerons (Moreno et al., 2005), tandis que les
hélices a de I'extrémité C-terminale s'engagent dans des interactions de type coiled-coil avec les hélices
a de l'extrémité N-terminale de la protéine P3 associée au virion (Leh, 1999; Plisson et al., 2005). La
localisation du récepteur de P2 chez le vecteur (Uzest et al., 2007), son identification (Webster et al.,
2018), ainsi que sa fonction putative (Deshoux et al., 2022) ont été décrites. Il s’agit d’'un récepteur
protéique appartenant aux stylines (notamment la Styline-1) qui est enchassée dans la chitine cuticulaire
interne des stylets du puceron. Physiologiquement, cette protéine semble pouvoir permettre au puceron
de retenir et relarguer I'effecteur salivaire Mp-10 (Bos et al.,, 2010), modulant son comportement
alimentaire (Deshoux et al., 2022). La compétition entre I'effecteur Mp-10 et la P2 du CaMV pour les sites
de fixation aux stylines pourrait altérer le comportement alimentaire du puceron et ainsi affecter la
transmission virale. L’apparition de la stratégie HC dans plusieurs taxons distincts suggére un avantage
évolutif a ce type de stratégie. Une des hypothéses avancées serait que l'utilisation d’un facteur
intermédiaire entre les particules virales et le vecteur permettrait de limiter le goulot d’étranglement lors
du passage dans le vecteur (Pirone & Blanc, 1996). Notamment par des phénomeénes de
transcomplémentation, avec I'adhésion de particules virales effectuée par des HC codés par d’autres
variants viraux, permettant ainsi a un plus grand nombre de variants d’étre transmis par des populations
de vecteurs différents. Il est intéressant de remarquer que des HC ont également été décrit pour deux
virus circulants, le rice stripe virus (RSV, famille : Phenuiviridae, genre : Tenuivirus) et le faba bean necrotic
stunt virus (FBNSV, famille : Nanoviridae, genre : Nanovirus) respectivement impliqués dans I’endocytose
au niveau de la barriére intestinale (Lu et al., 2019) et le transfert dans I’hémolymphe (Di Mattia et al.,
2020). Une particularité du segment N, le facteur assistant du FBNSV (Grigoras et al., 2018), est qu’il peut
étre acquis apres les particules virales (Di Mattia et al., 2022). Alors que jusque-la tous les systemes décrits
nécessitaient que I'acquisition du facteurs assistants précede ou soit simultanée avec I'acquisition des
particules virales (Blanc, Drucker, and Uzest 2014; Drucker et al. 2002).
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IIl — Les pucerons, vecteurs de phytovirus

A) Biologie générale des pucerons

Les pucerons sont des petits insectes millimétriques appartenant a I'ordre des Hemiptera et au
sous-ordre des Sternorrhyncha comprenant également les cochenilles, aleurodes, psylles et dont le taxon
frére est les Auchenorrhyncha (cigales, cicadelles, fulgore etc...). La super-famille des Aphidoidea se
compose de plus de 4 700 especes dont environ 450 colonisent des plantes cultivées et représentent une
menace majeure pour l'agriculture (Ramaudiére & Ramaudiére, 1997). La plupart des pucerons sont
adaptés a une gamme d’hote trés restreinte, limitée a un ou quelques taxons trés proches, a peine 1 %
des pucerons (dit pucerons généralistes ou polyphages) peuvent se nourrir sur de nombreuses plantes
appartenant a des familles taxonomiques distinctes (Loxdale et al., 2019; Peccoud et al., 2010). C’'est par
exemple le cas des espéces Myzus persicae et Aphis gossypii, cette derniére peut notamment s’alimenter
sur au moins 912 espéces appartenant a 116 familles différentes (Inaizumi 1980). Les pucerons ont une
grande diversité de cycle de vie. Lorsque I'entiéreté du cycle est réalisée sur le méme hote, 'espece de
puceron est dite monoécique, alors qu’a l'inverse, un puceron hétéroécique alterne entre un hote
primaire durant la période hivernale et un hote secondaire a partir du printemps (Blackman and Eastop,
2000). Cette alternance d’hote au cours des saisons est pratiquée par approximativement 10 % des
especes de pucerons et témoigne de leur grande capacité adaptative (Shih et al., 2023). Lors de la saison
automnale, la baisse des températures et le raccourcissement de la photopériode va favoriser la
production de femelles gynopares par les femelles virginipares, qui vont retourner vers I’hote primaire
(Colizzi et al., 2023). Les femelles gynopares vont ensuite produire des males et des femelles ovipares par
parthénogenese deutérotoques (i.e., les femelles donnent naissance a la fois a des femelles et des males).
Les males et femelles vont alors s’accoupler et générer des ceufs (forme diapausante des pucerons),
résistants aux conditions défavorables de I’hiver. Au printemps, I"éclosion des ceufs donne des femelles
parthénogénétiques ailées dites « fondatrices ». Un grand nombre de générations de reproduction
parthénogénétiques thélytoques (i.e., les femelles produisent uniqguement des femelles) se succédent
jusgu’au retour de I'automne suivant et de la prochaine phase annuelle de reproduction sexuée. Ce type
particulier de reproduction comporte donc une croissance de population tres élevée via une production
exponentielle d’'individus femelles identiques génétiquement (Dixon, 1987 ; Dixon, 1992) et une phase de
reproduction sexuée permettant la production de nouveau génomes. Ces deux caractéristiques sont
particulierement adaptées aux environnements cultivés qui sont définis par une distribution spatiale tres
uniforme (monoculture) et des instabilités périodiques fortes, que représentent les traitements
phytosanitaires (Simon and Peccoud 2018). A ce jour, plus d’un millier de cas de résistances aux
insecticides ont été documentés chez les pucerons notamment pour les espéces Myzus persicae et Aphis
gossypii, les espéces les plus nuisibles au champ (Bass & Nauen, 2023). lls impliquent une grande variété
de mécanisme permettant de surmonter ou d’éviter |'effet toxique des insecticides (Bass et al., 2014).
Ceci associé a la capacité des pucerons a produire des femelles parthénogénétiques ailées pouvant
accroitre la dispersion d’'un méme clone, font des pucerons des ravageurs de cultures tres difficiles a
controler (Irwin et al., 2007).
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B) Influence des symbiontes sur la biologie des pucerons

Les associations symbiotiques pucerons — bactéries (i.e., symbiontes) ne sont pas le sujet de cette
theése de doctorat mais ont fortement influencé les processus évolutifs des pucerons et participent
activement a de nombreuses adaptations écologiques. C'est notamment le cas du symbionte primaire
transmis verticalement Buchnera aphidicola, qui est strictement indispensable pour permettre aux
pucerons de se nourrir de seéve phloémienne, une source d’alimentation trés pauvre en acides aminés
(Douglas, 1998, 2006; Sasaki & Ishikawa, 1995). A I'inverse des symbiontes primaires, les symbiontes
facultatifs ne sont pas requis pour la survie ou la reproduction du puceron. lls sont mutualistes seulement
dans certains contextes écologiques. C'est par exemple le cas de Rickettsiella qui affecte la couleur de son
hote en modifiant la quantité de quinones polycycliques chez le puceron Acyrthosiphon pisum (Tsuchida
et al.,, 2010). lls peuvent étre présents dans l'intestin, I'hémolymphe, les glandes salivaires alors que les
symbiontes primaires sont généralement situés dans les bactériocytes (ou mycétocytes) qui sont des
cellules adipocytes spécialisées permettant la protection des symbiontes et des échanges métaboliques
complexes (Feng et al., 2019; Hansen & Moran, 2011). Les symbiontes secondaires ne sont pas striccement
hérités par la mére comme les symbiontes primaires. lls peuvent méme occasionnellement passer d’'une
espece a l'autre (Oliver et al., 2010). La transmission horizontale peut étre effectuée par des guépes
parasites a travers I'intermédiaire de leurs ovipositeurs (Gehrer & Vorburger, 2012) ou encore médiée par
la plante (Caspi-Fluger et al., 2012; Gonella et al., 2015; Li et al., 2020).

Symbionte et gamme d’hote

Les symbiontes sont étroitement liés a I'adaptation des hémipteéres a leurs plantes héte. Comme
décrit plus haut c’est le cas de Buchnera aphidicola pour les pucerons, mais également de Portiera pour
les aleurodes, ou de Carsonella pour les psylles (Hansen & Moran, 2014). Acyrthosiphon pisum
(communément appelé puceron du pois) peut posséder différents symbiontes secondaires
complémentant la présence seule de Buchnera. La distribution des symbiontes secondaires corréle
fortement avec les différents biotypes d’A. pisum, chacun spécialisé sur des hotes spécifiques (Peccoud et
al., 2015). Le puceron géant des coniferes (Cinara cedri) posséde le symbionte Serratia symbiotica qui lui
confere la possibilité de synthétiser le tryptophan et la riboflavin. Ces composés normalement fournis par
Buchnera, ne le sont plus a cause d’un génome trés réduit de cette bactérie chez Cinara. Serratia
symbiotica semble donc évoluer vers le réle de symbionte primaire chez cette espéce de puceron (Lamelas
etal.,2011). L’élargissement de lagamme d’héte d’un vecteur par I'acquisition de symbionte peut affecter
I’épidémiologie virale, notamment lorsque les nouvelles plantes sur lesquelles les vecteurs peuvent
s’établir sont également héte des virus qu’ils transportent.

Symbionte et défense contre les guépes parasitoides

Une autre caractéristique écologique conférée par les symbiontes est la protection face aux
parasitoides (Vorburger, 2022). C’'est notamment le cas du symbionte secondaire Hamiltonella defensa
qui protege les pucerons Acyrthosiphon pisum (Oliver et al., 2003, 2005) et Aphis fabae (Schmid et al.,
2012) des guépes parasitoides Aphidius ervi et Lysiphlebus fabarum, respectivement. Les mécanismes
permettant les phénomenes de résistances sont tres peu connus mais pourraient étre liés a la production
de toxines par les symbiontes. C'est par exemple le cas de H. defensa dont le génome contient la copie
d’un géne de bactériophage lambda lysogénique produisant la toxine APSE (pour Aphid Pisum Secondary
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Endosymbiont). Ce géne étant soumis a un fort taux de recombinaison (Degnan & Moran, 2008), il a été
proposé que la versatilité des toxines de symbionte ait pu étre un moteur important de I'évolution du
réseau trophique et de la spécialisation des parasitoides a leurs hotes (Vorburger, 2022). Les symbiontes
du genre Spiroplasma sont également capable de produire des composés toxiques conférant des
résistances a leurs hotes et participent a la défense contre des parasitoides et nématodes parasites. C'est
le cas des enzymes RIPs (ribosome- inactivating proteins) protégeant la mouche Drosophila neotestacea
(Ballinger et al., 2019; Ballinger & Perlman, 2017). Des travaux empiriques (Hodge et al., 2011) et de
modélisation (Jeger et al., 2011) ont montré que la présence de parasitoides réduisait la densité de
population des pucerons sur les plantes infectées mais favorisait leur dispersion et ainsi la transmission
virale. La présence ou l'absence de symbiontes de défense pourrait donc également moduler la
transmission.

Symbionte et transmission virale

Des travaux ont mis en évidence que les symbiontes pouvaient jouer un role direct dans la
transmission virale. La protéine chaperonne GroEL produite par Buchnera permettrait la stabilisation des
particules virales des polerovirus au niveau de I’'hémolymphe des pucerons en interagissant notamment
avec la protéine mineur de la capside, la protéine fusion P3P5 (également appelé Readthrough protéine
ou RT) (van den Heuvel, Verbeek, and van der Wilk 1994; van den Heuvel et al. 1997). L’inhibition de la
production de GroEL par traitement des pucerons aux antibiotiques réduit de 70 % la transmission du
potato leafroll virus (PLRV, famille : Solemoviridae, genre : Polerovirus) et indiquerait un réle majeur de la
protéine dans le phénomene de transmission (van den Heuvel et al., 1994). Cependant, d’autres travaux
montrent des résultats contradictoires (Bouvaine et al., 2011). En effet la forme active de chaperonne de
GroEL est constituée de 14 sous-unités, et il semblerait que I'interaction Groel-P3P5 ne soit pas possible
sans abolir I"'autoassemblage du complexe et donc la fonction stabilisante de la structure protéique
tridimensionnelle par GroEL. De plus, cette méme étude montre la présence de la protéine dans les
cellules de Buchnera mais n’arrive pas a la détecter ni dans I'estomac, ni dans le corps gras, ou encore
I’'hémocoele. Il semble peu probable que GroEL puisse stabiliser les polerovirus dans I’"hémolymphe si la
protéine ne peut franchir les membranes des bactériocytes. Un second exemple d’implication de cette
protéine a cependant été décrit par deux équipes indépendantes pour un autre pathosystéme (Gottlieb
et al., 2010; Morin et al., 1999). L’interaction entre la protéine GroEL produite par Hamiltonella et les
particules du tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (Famille : Geminiviridae ; Genre : Begomovirus) a été
démontrée in vitro et in vivo. Cependant les symbiontes Rickettsia et Portiera également présents chez
I'aleurode vectrice, semblent produire une protéine GroEL qui n’interagit pas avec les particules virales
du TYLCV (Gottlieb et al., 2010). Le role des symbiontes dans la protection des particules des particules
virales dans le vecteur semble encore incertain. Cependant, leur implication majeure dans la physiologie
des pucerons suggére qu’ils peuvent jouer un role dans les différentes étapes de la transmission virale
(voir partie suivante), I'étude des symbiontes dans ce domaine reste donc a considérer.

C) Comportement de choix d’une plante hote

La forte capacité reproductive des pucerons par parthénogenese et le nombre excessivement faible
d’individus ailés réussissant a établir une colonie sur un hote susceptible pourraient laisser penser que la
stratégie de recherche d’une plante est aléatoire (de méme que la production en grande quantité de
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graines ou de pollen peut compenser le faible taux de germinations efficaces ou de rencontre d’organes
femelles). Néanmoins, le comportement de recherche et de colonisation d’une plante susceptible est trés
codifié (Doring, 2014; Powell et al., 2006) (Figure 2). Il dépend a la fois de la perception du puceron (vision,
olfaction, gustation...), mais également d’indices de la plante (couleurs, odeurs, textures, molécules de
défenses...) et de facteurs environnementaux contingents (vent, pluviométrie, présence d’hote
environnant).

Le processus de colonisation d’une plante hote par un puceron illustré ci-dessous est basé sur les travaux
de (Powell et al., 2006) qui décrivent les comportements réalisés par un individu ailé non reproducteur,
morphe de puceron dont la production est notamment stimulée par la baisse de la qualité nutritive de la
plante hote initiale et par une hausse de la densité de population (Miiller et al., 2001). L’acceptation de la
plante par le puceron peut se diviser en cing phases successives: (i) La phase de vol précédent
I'atterrissage sur la plante, (ii) le contact avec la plante et la recherche d’indices de surface, (iii) I'insertion
des stylets dans les tissus superficiels de la plante, (iv) la recherche du phloéme dans les tissus plus
profonds de la plante, (v) la salivation dans le phloeme suivi d’'une ingestion durable de seve élaborée.
Aprés chaque phase, le puceron peut rejeter la plante et recommencer cette boucle comportementale
sur un nouvel hote (Fereres & Moreno, 2009).
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Figure 2 : Enchainement comportemental réalisé lors du choix d’une plante hote par un puceron. Dans les encadrés
verts sont indiqués des indices de la plante pouvant influencer les étapes décrites. Modifié a partir de (Mauck, De
Moraes, and Mescher 2016).

La phase de pré-atterrissage est essentiellement guidée par la perception d’indices visuels par le puceron
ailé, notamment par le contraste de couleurs et par la réflectance des feuilles (D6ring & Kirchner, 2022).
Myzus persicae possede trois types de photorécepteurs ayant des sensibilités maximales différentielles
pour le vert, le bleu et les UV (Kirchner et al., 2005). A l'inverse des |épidopteres, les pucerons ont
longtemps été considérés comme des especes ne pouvant déterminer la susceptibilité d’un hote lors de
la phase du vol, cette derniere requérant un contact direct avec la plante. Leur comportement de vol étant
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décrit comme une recherche d’h6te et non une sélection d’hote (Bukovinszky et al., 2005). Cependant,
plusieurs études suggerent que dés la phase de vol, les pucerons sont capables de percevoir des composés
organiques volatiles (COVs) propres a des plantes susceptibles et d’y répondre en amont de la phase
d’atterrissage (Doring, 2014; Nottingham & Hardie, 2008; Webster et al., 2010). La perception des odeurs
se fait par les sensilles olfactives présentes notamment au niveau des antennes (Hardie et al., 1994; Leal,
2013; Park & Hardie, 2004; Webster et al., 2010). La phase de pré-atterrissage semble donc guidée par
des indices visuels mais également olfactifs.

Aprées le contact avec la plante et avant l'insertion des stylets, de nombreux indices de la plante sont
analysés par le puceron. Il percoit des composés chimiques a travers des sensilles olfactives mais
également gustatives en agitant ses antennes (Powell et al., 1995). Ce comportement peut étre perturbé
par la présence de trichomes qui agissent comme barriéres physiques (chez la tomates, le coton et la
patate par exemple), mais également chimiques, avec les trichomes glandulaires qui peuvent secréter
différents composés (Riddick & Simmons, 2014). Les cires épicuticulaires empéchent également la
colonisation de la plante par des pucerons non adaptés. Cela a été montré avec Aphis fabae qui insert plus
rapidement ses stylets dans la feuille lorsque les cires de cette derniére ont été enlevées (Powell et al.,
1999). Cependant, malgré la présence de défenses de la plante ou méme de traitements artificiels avec
des molécules répulsives, il est trés probable que le puceron effectue a minima une piqlre de test en
insérant brievement ses stylets dans la plante, car ce comportement est proche du reflexe lors du premier
contact des tarses du puceron avec une surface quelconque (Griffiths et al., 1982; Phelan & Miller, 1982).

La premiére insertion des stylets dans la plante est généralement superficielle et inférieure a une minute.
Elle comporte souvent une piqgdre intracellulaire, composée d’une phase de micro salivation, puis d’une
phase de micro-ingestion. Elle permet d’ingérer assez de contenu cellulaire pour entrer en contact avec
les organes de la gustation situés dans la zone épipharyngée (Wensler & Filshie, 1969). Lorsque les stylets
naviguent dans la plante, les pucerons sécretent en continu une salive « gélifiante » qui scelle le site
d’insertion (plug) et forme la gaine salivaire permettant la lubrification des stylets. Sur une plante hote,
un puceron pourra insérer plus profondément ses stylets dans la plante et effectuer plusieurs pigQres
intracellulaires dans les cellules du mésophylle, alors que sur une plante non-hote, un puceron multipliera
les piglres superficielles ou ne repiquera pas la plante. C'est le cas de Rhopalosiphum padi qui réalise de
nombreuses piqlres bréves sur Arabidopsis en comparaison du comportement qu’il effectue sur I'orge,
qui fait partie de sa gamme d’héte (Escudero-Martinez et al., 2021). Le rejet d’une plante lors des phases
de comportement alimentaire peut donc avoir lieu bien avant I'atteinte des tissus vasculaires.

Enfin, le puceron atteint le site principal d’alimentation, a savoir les tissus du phloéme abritant la seve
élaborée. Les gradients de concentration en sucre et en pH sont deux facteurs importants qui guide le
puceron (Hewer et al.,, 2010). Le puceron cesse de secréter la salive « gélifiante » et secréte durant
plusieurs secondes voire minutes, un autre type de salive, la salive « aqueuse » dans les tubes criblés du
phloeéme. Elle joue un réle crucial dans I’évitement du scellement des tubes criblés par dépot de callose,
agrégation des protéines P (protéines structurales filamenteuses du phloéme), ou la formation de
forisomes (uniguement chez les Fabaceae) (Walker, 2022). Le puceron délivre notamment plusieurs
effecteurs protéiques lorsqu’il secréte de la salive (gélifiante et aqueuse) qui participent a la réduction
des voies de défenses de la plante et préviennent I'obstruction des tubes criblés. La composition de la
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salive differe d’'une espéce de puceron a l'autre (voir biotype) et participe activement a la capacité du
puceron a coloniser une plante a travers un dialogue moléculaire complexe (Hogenhout & Bos, 2011; Shih
et al.,, 2023). L'acceptation de la plante par le puceron a lieu lors de I'établissement de la phase
d’alimentation, a savoir la transition de la phase de salivation active vers une phase d’ingestion passive et
durable de la séve élaborée, conservée hautement sous pression dans les tubes criblés (Froelich et al.,
2011).

D) Anatomie buccale permettant la vection

Les pucerons possédent des pieces buccales de type piqueur-suceur leur permettant de s’alimenter
de seve en se connectant directement aux tubes criblés de leurs plantes hobtes. Le rostre, qui est formé a
partir de modification de la mandibule et du maxillaire des pieces buccales, protege un organe flexible
appelé « stylets » (Forbes, 1969). Les stylets du puceron peuvent traverser I'épiderme de la plante et
naviguer dans les tissus par la voie apoplasmique (entre les parois cellulaires) jusqu’au site d’alimentation
principal (i.e., tissus du phloeme) (Figure 3a). Les stylets se composent d’une paire de stylets
mandibulaires innervés par des dendrites, et abritant une paire de stylets maxillaires. lls possédent deux
cavités, le canal salivaire grace auquel le puceron peut secréter la salive gélifiante et aqueuse, et le canal
alimentaire par lequel le puceron ingere la séve. A I'extrémité des stylets, les deux canaux fusionnent pour
former le canal commun (Figure 3b).
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Figure 3 : Localisation des stylets d’un puceron dans les tissus d’une plante et anatomie des stylets. a) Coupe
schématique d’une feuille et localisation tissulaire des stylets d’un puceron lors de I'ingestion de séve phloémienne :
De I'extérieur vers le centre de la feuille, sont représentés la couche épidermique et les tissus du mésophylle (en
vert) puis les tissus vasculaires composés du phloéme (en jaune) et du xyleme (en bleu clair). Les stylets du puceron
sont en rouge et naviguent entre les cellules par I'apoplasme jusqu’aux tubes criblés dans lesquels circule la séeve
élaborée. Figure adaptée a partir de (Escudero-Martinez et al., 2021) b) Schéma des stylets et du début du tube
digestif antérieur d’un puceron : le canal alimentaire (FC) dans les stylets est en vert, de méme que le précibarium
(preCb) et le cibarium (Cb). Le canal salivaire (SC) et les glandes salivaires principales (PSG) et accessoires (ASG) sont
en bleu. (b) Deux stylets mandibulaires (ma) protegent deux stylets maxillaires emboités (mx). Seuls les stylets
mandibulaires contiennent des dendrites (DE). Les coupes transversales révelent en outre le canal salivaire (SC) et
le canal commun (CC). D’apres (Blanc, Drucker, and Uzest 2014).
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E) Comportement alimentaire des pucerons et transmission virale

La correspondance entre les différentes sous-phases du comportement alimentaire d’'un puceron et la
transmission virale est bien établie, et a notamment été permise grace a la technique de
I’électropénétrographie (EPG ; Figure 4). Comme décrit dans la partie précédente « comportement de
choix d’une plante hoéte », il est possible de diviser le comportement alimentaire des pucerons en deux
étapes, I’évaluation de la susceptibilité de la plante héte et la localisation du phloéme par une succession
de bréves piqglres intracellulaires dans les tissus superficiels de la plante (épiderme et mésophylle), suivi
par l'ingestion soutenue du seve phloémienne. C'est lors de ces courtes piqlres test dans la plante, et plus
particulierement des pénétrations intracellulaires que généralement les virus non-circulants non/semi-
persistants (principalement contenus dans I'épiderme et mésophylle) sont acquis ou inoculés par le
puceron (Martin et al., 1997) (Figure 5a). En ce qui concerne les virus circulants persistants, il est
nécessaire que le puceron s’établisse sur la plante et insére ses stylets dans les cellules compagnes ou
directement dans les tubes criblés, afin d’acquérir/inoculer les virus circulants persistants, confinés au
phloéme (Jiménez et al., 2020a; Jiménez, et al., 2020b) (Figure 5b).

Amplification
S0x

np. + Enp

Enregistrement
(PC)

np - Absence de comportement alimentaire
C - Déplacements intercellulaires des stylets dans la plante
—» Pénétration intracellulaire des stylets dans les
cellules de I'épiderme/mésophylle *
G - Ingestion active de xyléme
E; - Salivation dans le phloéme
E, - Ingestion passive du phloeme

*Tous les signaux correspondants a ce comportement ne sont pas annotés

Figure 4: Schéma d’un systeme d’éléctropénétrographie (EPG). La technique EPG permet d’étudier le
comportement alimentaire des insectes piqueurs-suceurs comme les pucerons (McLean and Kinsey 1964; Tjallingii
1988). Cette technique consiste a intégrer le puceron dans un circuit électrique en collant sur la partie dorsale de
I’'abdomen une électrode constitué d’un mince fil d’or (@ = 12.5 um) et de placer une seconde sonde (tige de cuivre)
dans le pot de la plante. Lorsque le puceron insére ses stylets dans la plante, le circuit est fermé, et un signal
électrique est généré (encadré supérieur). Il existe une dizaine de formes d’ondes caractéristiques produite par une
combinaison de deux facteurs principaux, la position des stylets dans les tissus de la plante et 'activité musculaire
du puceron (Tjallingii & Hogen-Esch, 1993). Durant I'expérimentation, ces signaux seront amplifiés puis enregistrés
sur un ordinateur pour étre analysé manuellement a posteriori (Giordanengo, 2014; Sarria et al., 2009). En rouge est
représenté un exemple caractéristique de forme d’onde enregistré a partir de comportement de Myzus persicae
s’alimentant sur navet (schéma adapté a partir d’'une présentation de F. Tjallingii).
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Figure 5 : Représentation schématique du type de comportement alimentaire nécessaire pour l'acquisition /
I'inoculation des virus (a) non-circulants non/semi-persistants (NCN/SP) ou (b) circulants persistants (CP) en fonction
de leurs tropismes tissulaires respectifs. Les fleches rouges représentent I'ingestion de contenu cellulaire ou de seve
élaborée par les stylets du puceron. (a) Les virus NCN/SP peuvent virtuellement infecter toutes les cellules de la
plante. lls peuvent étre acquis lors des piqQres intracellulaires dans I'épiderme et le mésophylle, mais sont
généralement perdus lorsque les stylets atteignent les tubes criblés. (b) Les virus CP sont limités aux tissus du
phloéme [cellules compagnes (CC) et tubes criblés (TC)], il est donc nécessaire que le puceron atteigne ces tissus
pour pouvoir acquérir ou inoculer ces virus (schéma adapté a partir d’une présentation de F. Tjallingii).

Il — La manipulation virale par les phytovirus

Comme déja évoqué dans I'introduction générale, historiguement les manipulations parasitaires
ont été décrites pour des organismes tels que les protozoaires/métazoaires parasites. C’'est par exemple
le cas du parasite Polymorphus paradoxus (famille : Polymorphidae) qui modifie le comportement de fuite
de son hote, un crustacé Gammarus lacustris (famille : Gammaridae) (Lefévre et al., 2009). Déja la
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question de distinguer des effets « manipulatoires » adaptatifs d’effets « by-products » (sous-produits)
des infections faisait débat. C’est pourquoi Robert Poulin (2010) propose deux prérequis nécessaires pour
qualifier des traits manipulatoires comme étant adaptatifs dans le cadre de la manipulation parasitaire
(i.e., manipulation virale étendue a d’autres pathogenes, notamment eucaryotes et pluricellulaires). Le
premier est que le trait observé doit favoriser la transmission du parasite, ou plus généralement améliorer
sa valeur sélective. Le second, que ce trait doit étre codé par un géne du pathogéne lui-méme, et donc
soumis a la sélection naturelle (Heil, 2016; Herbison, 2017; Robert Poulin, 2010; Robert Poulin & Maure,
2015).

Les virus sont des parasites cellulaires obligatoires qui ont évolué pour détourner le métabolisme de leurs
hotes afin de se répliquer (Culver & Padmanabhan, 2008). Si — comme le montre la littérature — les
altérations physiologiques et phénotypiques de la plante hote lors de I'infection ont un effet sur leur
transmission en influencant le comportement des vecteurs, et que ces traits sont sous |'influence
génétique des virus, il est de fait trés probable qu’ils soient soumis a la sélection naturelle (Mauck et al.,
2012). En effet, tous traits codés par le virus défavorisant sa transmission seraient rapidement contre-
sélectionnés par la sélection naturelle. La manipulation du vecteur (qu’elle opére dans le vecteur ou bien
atravers des modifications phénotypiques de I’hote) par les phytovirus semble d’autant plus avantageuse,
voire nécessaire, dans le cas des virus infectant des plantes annuelles dont le virome disparait en méme
temps que la plante dépérie. Les phénomenes manipulatoires sont également influencés par le mode de
transmission du virus (i.e., I'interaction du virus avec le vecteur et également sa localisation dans les tissus
de la plante) (Figure 6). En effet, les types d’effets manipulatoires (attraction / répulsion, appétence de la
plante infectée, performances des vecteurs...) supposés étre favorables dépendent fortement du temps
de rétention du virus dans le vecteur (persistance) (Mauck, 2016). Si I'émergence de la manipulation des
vecteurs par les virus de plante semble trés probable d’un point de vue éco-évolutif, elle fait néanmoins
face a plusieurs contraintes (Mauck et al., 2018). Par exemple, a lI'inverse des arbovirus animaux, la
majorité des virus de plante ne font que transiter dans leur vecteur et ne s’y répliquent pas (a I'exception
d’une minorité, les virus circulants persistants propagatifs, CPP) (Blanc & Gutiérrez, 2015). Mais surtout,
malgré leur fort taux de mutation (Garcia-Arenal et al., 2001; Roossinck, 1997), les génomes extrémement
restreints des virus de plantes souffrent d’'une grande rigidité du point de vue de I'émergence de nouvelles
fonctions, comme par exemple des traits manipulatoires (Mauck et al., 2018).
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Figure 6 : Effets manipulatoires attendus des virus de plantes selon qu’ils appartiennent au mode de transmission
circulant-persistant (CP) ou non-circulant non-persistant (NC-NP). Cette nomenclature est également fortement
corrélée a la répartition des virus dans la plante (virus limités aux tissus du phloéme ou non). Les virus CP sont acquis
au cours d'une alimentation prolongée, généralement dans les tissus du phloeme, aprés quoi ils sont internalisés
dans le vecteur (s’y multipliant parfois) et migrent vers les glandes salivaires, a partir desquelles ils peuvent étre
inoculés a plusieurs plantes. Etant donné que de longues périodes d'alimentation sont nécessaires pour I'acquisition
et I'inoculation des virus circulants, on s'attend a ce que ces virus aient des effets neutres a positifs sur I'attractivité
des plantes (pour encourager les contacts avec le vecteur) et sur la palatabilité et/ou la qualité (pour assurer
I'ingestion d'un nombre suffisant de virions). Aprés I'acquisition du virus, il est bénéfique pour les CP que le vecteur
se disperse de la plante infectée et qu’il s’oriente préférentiellement vers les plantes saines (comme c’est le cas pour
les NC-NP). En revanche, I'acquisition de la plupart des NC-NP est favorisée par le fait que les vecteurs insérent
brievement leurs stylets dans les cellules des tissus superficiels (épiderme et mésophylle), puis se dispersent
rapidement des plantes infectées vers les plantes saines. En effet, la transmission de ces virus est diminuée lorsque
les vecteurs atteignent les tissus du phloéme. Les NC-NP ne sont pas internalisés, mais interagissent avec des régions
spécifiques des pieces buccales pendant quelques heures a quelques jours. Ce mécanisme de transmission devrait
étre facilité par des changements phénotypiques des hotes qui les rendent attrayants pour les vecteurs, mais moins
appétentes afin d'encourager la dispersion rapide nécessaire a la transmission. Il est bénéfique pour un virus NC-NP
qgue ce changement de préférence soit temporaire, car cela garantit que les vecteurs n'évitent pas en permanence
les hotes infectés. D’apres (Mauck, 2016).
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A) Contraintes évolutives liées aux génomes des (phyto)virus

Comme mentionné plus haut, d’apres la définition de Poulin (2010), une modification du phénotype
de I'h6te ou du comportement du vecteur peut étre considérée comme un phénoméne adaptatif
manipulatoire uniquement si cet effet favorise la transmission du pathogéne d’une part, mais également
si ce trait est codé par le génome du pathogéne lui-méme. Or les phytovirus possedent des génomes parmi
les plus restreints de tous les organismes (d’environ 4 a 20 kb). Cette caractéristique limite fortement
I’émergence de nouvelles fonctions du génome que ce soit des effets manipulatoires ou tout autres
adaptations. Par exemple, la manipulation du phénotype de I'héte est fortement plante-spécifique
(Mauck et al., 2014) et peut méme étre limitée a certains génotypes au sein d'une espéce (Rajabaskar et
al.,, 2013a,b). Cela suggére que les virus des plantes ne peuvent pas évoluer vers des fonctions de
manipulation qui induisent un phénotype propice a la transmission dans tous les hotes potentiels. Les
limites a I'évolution des fonctions de manipulation sont probablement régies par les mémes contraintes
moléculaires qui limitent I'évolution et I'adaptation des virus en général. Le propos de cette partie de
I'introduction est de discuter des adaptations et des contraintes inféodées a la taille, la structuration et
I'expression des génomes de virus de plante dans un contexte d’émergence de traits manipulatoires.

Structure génomique et forces évolutives faconnant les génomes viraux

La restriction de l'information génétique des virus de plantes dans des petits génomes est
imposée par plusieurs facteurs. Dans le cas d’un taux de mutation trés élevé comme celui des virus
(Garcia-Arenal et al., 2001; Roossinck, 1997), tendre vers des génomes de plus en plus étendus favorisera
I"accumulation de mutations déléteres. Ce mécanisme peut expliquer en partie pourquoi les virus a ARN
possedent généralement des génomes en moyenne plus restreint en taille que leur homologues a ADN
(Belshaw et al., 2008). En effet, les ARN polymérases ARN-dépendantes n'ont pas d'activité exonucléase
ce qui les prive d’une fonction correctrice (Drake et al., 1998). Cette caractéristique des polymérases
virales a ARN a conduit a I’hypothése selon laquelle les virus (de plante) a ARN possédent des taux de
mutation globaux plus élevés que les virus (de plante) a ADN (Drake et al., 1998).

Les génomes viraux ont aussi la particularité de présenter des chevauchements de cadres de lecture
ouverts (ORF), ce qui permet a une méme séquence nucléotidique de coder pour plusieurs protéines. Il
est particulierement présent chez les génomes viraux, notamment de petites tailles (Belshaw et al., 2007)
méme si il est également retrouvé chez les eucaryotes (Sanna et al., 2008). Cette adaptation permet aux
génomes viraux d’encoder plus d’information génétique tout en conservant un génome de taille réduite.
En revanche cette structuration génétique impose également des contraintes évolutives supplémentaires,
les mutations qui se produiraient dans des régions qui se chevauchent sont plus susceptibles d'étre
préjudiciables, et le génome mutant serait ainsi plus susceptible d'étre éliminé de la population (Sanjuan
et al., 2004, 2005; Sanjuan & Elena, 2006).

La mutation et la sélection ne sont pas les seules forces évolutives influencant I’évolution virale. La dérive
génétique apporte des effets stochastiques forts d’autant plus que la taille de population est faible (Wright
& Sewall, 1951). Les virus de plantes sont contraints a des réductions extrémes de la taille de populations
(i.e., goulots d’étranglement) lors de l'initiation de l'infection systémique mais également lors de la
transmission par vecteur (Gutiérrez et al., 2012) qui sélectionne un nombre trés faible de génomes lors
de I'acquisition ou de I'inoculation (Betancourt et al., 2008; Moury et al., 2007). Il semblerait cependant
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que l'influence de la dérive génétique puisse étre variable au sein des virus, le CaMV par exemple possede
un goulot d’étranglement tres étendu (plusieurs centaines de génomes) lors de la colonisation des tissus
de son hote (Monsion et al., 2008). La dérive dépend également de caractéristiques de I'infection pouvant
varier au sein d’'une méme espéce comme par exemple le titre viral dans le réseau vasculaire (Gutiérrez
etal., 2012).

Valeur sélective des genes viraux, une histoire de contexte

L'émergence de traits manipulatoires chez les phytovirus est restreinte par des caractéristiques
intrinseques a la structure génétique des génomes viraux (cf. paragraphe précédent). Un second niveau
de contrainte est également lié a I’expression de ces génes. La pléiotropie qualifie un géne qui détermine
plusieurs traits phénotypiques distincts (Paaby & Rockman, 2013; Stearns, 2010). Ainsi, I'apparition d’une
mutation favorisant la manipulation (ou tout autre trait), peut également avoir des effets néfastes sur la
réplication, la transmission ou une autre fonction majeure. La modification d’un seul acide aminé de la
protéine de la capside du CMV peut, par exemple, réduire le taux de transmission par puceron (en
réduisant I'efficacité de liaison des particules virales dans le vecteur) mais également induire une nécrose
de la plante hote, et donc limiter la survie de la plante comme source virale (Ng et al., 2005). Plus
généralement, des phénomeénes pléiotropiques antagonistes peuvent se produire a |'échelle de
I’adaptation a un (Lee et al., 2023) ou plusieurs hotes (Lali¢ et al., 2011). En effet, les mutations qui se
fixent pendant l'infection d’'un héte (parce qu’elles sont bénéfiques, ou parfois neutres) peuvent étre
préjudiciables lors de I'infection d’un hote ultérieur si elles réduisent ou annihilent la virulence.

Enfin, il est également important de préciser que la somme des effets de plusieurs mutations dans le
génome ne produit pas nécessairement la somme des effets produits par les mutations indépendantes
(phénomene d’épistasie). Entre d’autres termes, la capacité d’'une mutation (permettant ou favorisant,
par exemple, la manipulation) a se fixer dans la population dépendra de la valeur adaptative de cette
mutation mais également des synergies avec le reste du génome (Bedhomme et al., 2015). Les études
s’'intéressant aux interactions épistatiques entre les génes de virus suggérent que ces phénomeénes
devraient restreindre les possibilités évolutives des fonctions de manipulation, en particulier pour les virus
aux gammes d’hotes étendues qui infectent des espéces phylogénétiquement différentes (Lali¢ & Elena,
2013).

B) La manipulation du phénotype de la plante hote

Lors de l'infection, la physiologie de la plante hote est reprogrammée pour permettre la réplication
virale (Culver & Padmanabhan, 2008). A travers cette restructuration physiologique en tant que telle, ou
par une altération du phénotype de la plante, I'infection va moduler les interactions plante-vecteur
(Mauck et al.,, 2014). De nombreux travaux montrent que ces modifications physiologiques et
phénotypiques de I’hote peuvent favoriser la transmission (Mauck et al., 2012). Comme nous I'avons vu
dans la partie IlI-C, le comportement de choix d’'un héte par un puceron est tres codifié et répond a un
enchainement de réponses comportementales (Figure 2) (Fereres & Moreno, 2009; Powell et al.,,
2006). Les effets manipulatoires médiés par la plante peuvent agir sur trois types de comportement du
puceron : (i) le comportement de recherche de I'hote a plus ou moins longue distance, (ii) le
comportement permettant |'acquisition virale sur la plante infectée, (iii) le comportement de
dispersion/recherche d’un nouvel héte qui pourra aboutir a I'inoculation (Figure 7).
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Figure 7 : Séquences comportementales potentielles d’'un puceron en réponse a des aspects du phénotype d’une
plante hote (encadrés verts) qui peuvent étre affectés par I'infection virale. De gauche a droite, dans un ordre
chronologique, sont représentés le comportement de recherche d’hote et d’orientation d’un puceron non virulifere
(encadré bleu clair), Iinteraction puceron-plante infectée conduisant éventuellement a I'acquisition virale par le
puceron (encadré bleu médian), et la dispersion d’un puceron virulifere vers un nouvel héte sain (encadré bleu
foncé). La fleche épaisse dans le premier encadré indique un choix préférentiel des pucerons pour les plantes
infectées. L'acquisition virale peut avoir lieu lors de I'insertion bréve des stylets dans les tissus superficiels de la
plante, ou nécessiter I'établissement durable du puceron et l'ingestion de seve depuis les tissus du phloéme. La
dispersion des vecteurs peut étre stimulée par des prédateurs, la densité de population croissante ou des facteurs
abiotiques. Cependant l'influence virale sur la dispersion et la recherche d’un nouvel hote (i.e., effets post-
acquisitions) est encore trés peu connues. Figure adaptée a partir de (Mauck et al., 2016).

Sélection initiale d’une plante hote

Lors de la recherche d’'un héte et avant la phase d’atterrissage, le choix du puceron va
essentiellement dépendre des caractéristiques physiques de la plante telles que la taille, la couleur ou
bien la morphologie des feuilles de la plante (Mauck et al., 2016). A distance plus restreinte, la composition
(en termes de quantité et de qualité) des composés organiques volatiles (COVs) peut également influencer
le choix du puceron (Medina-Ortega, Bosque-Pérez, et al., 2009; Wu et al., 2014). Prés d’une cinquantaine
de virus de plante agissant sur le comportement de choix de leur vecteur ont été décrit dans la littérature
et la quasi-totalité de ces études montrent un choix préférentiel des vecteurs pour les plantes infectées,
guel que soit le mode de transmission (Mauck et al., 2018). Cet effet est attendu car une augmentation
du contact plante-vecteur est bénéfique a la transmission du virus (Roosien et al., 2013; Sisterson, 2008).
Cette attraction des vecteurs envers les plantes infectées a essentiellement été étudiée pour des
infections virales, mais des travaux sur d’autres pathosystémes incluant des champignons ou des bactéries
ont également rapporté cette tendance (Eigenbrode et al., 2018).
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Phase de contact et acquisition des particules virales

Une fois en contact avec la plante et avant I'insertion des stylets, des informations chimiques vont
étre prises en compte par le puceron, que ce soit par I'intermédiaire de sensilles olfactives ou gustatives,
comme décrit précédemment (Powell et al., 1995). Une fois I'insertion des stylets dans la plante effectuée,
les métabolites primaires tels que les acides aminés et les sucres vont avoir un effet important sur
I"acceptation de la plante par le puceron. Des variations dans la composition des métabolites primaires de
la plante ont été montrés pour plusieurs virus (Gadhave et al., 2019; Selman et al., 1961). Le CMV par
exemple, perturbe le ratio C:N en induisant une réduction des sucres et une suraccumulation de
nombreux acides aminés dans les plantes infectées (Mauck et al., 2014). Le CMV réduit notamment la
concentration en saccharose qui est une molécule essentielle au comportement de recherche du site
d’alimentation des pucerons (Hewer et al., 2010), mais également leur source principale de carbone
(Ashford et al., 2000; Rhodes et al., 1997). Ces variations modulent I'appétence des pucerons et peuvent
les inciter, ou au contraire les décourager, a prolonger leurs comportements alimentaires sur les plantes
infectées. La dispersion rapide des pucerons aprés une ou plusieurs bréves insertions des stylets, favorise
la transmission des virus non limités au phloéme. A l'inverse l'installation des pucerons sur la plante
infectée favorise I'acquisition des virus dont le tropisme se limite a ces tissus.

Lors de contacts prolongés, les métabolites primaires peuvent également influencer les performances des
vecteurs sur les plantes infectées (Casteel et al., 2014; Chesnais, Mauck, et al., 2019). Une augmentation
des performances induite par I'infection favorise une augmentation de la taille de population des vecteurs
et peut faciliter les chances de transmission (Hodge & Powell, 2008a).

L'infection virale peut également altérer les défenses constitutives des plantes en modulant
I’'accumulation de métabolites secondaires tels que les glucosinolates chez les brassicacées (Westwood et
al., 2013) ou les défenses physiques comme que les trichomes (Mauck et al., 2014). Les plantes induisent
des dépdbts de callose dans les tissus du phloéme afin de limiter le détournement de la séve par les insectes
piqueurs-suceurs (Hao et al., 2008; Leybourne & Aradottir, 2022). Ce mécanisme de défense est, par
exemple, altéré par le tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (Famille: Geminiviridae ; Genre :
Begomovirus) et le turnip mosaic virus (TuMV, famille : Potyviridae, genre : Potyvirus) afin de favoriser la
colonisation et la fécondité de leur vecteur respectifs (Casteel et al., 2014; Su et al., 2015). Plusieurs
phytohormones modulent les relations plantes-insectes en stimulant les défenses (Erb et al., 2012;
Morkunas et al., 2011), parmi lesquelles le jasmonate, le salicylate et I'éthyléne qui ont été étudiés de
facon prépondérante (An & Mou, 2011; Lortzing & Steppuhn, 2016; Smith et al., 2009). Des travaux
montrent que l'infection virale peut altérer la production de ces phytohormones, ce qui influence le
comportement des insectes vecteurs et, indirectement, module la transmission virale (Casteel et al., 2015;
Patton et al., 2020). Récemment, des dérégulations d’accumulations d’hormones moins étudiées dans le
cadre des interactions plantes-insectes (par exemple I'auxine, la gibbérellines, ou I'acide abscissique) ont
également été mises en évidence pour plusieurs virus (Pan et al., 2021).

Phase post-acquisition, recherche d’un nouvel héte

Lorsqu’un puceron virulifére quitte la plante infectée, il peut présenter des comportements et/ou des
traits physiologiques modifiés en comparaison de pucerons non viruliferes, ce qui peut avoir des
conséquences sur la transmission (Blanc & Michalakis, 2016). Ceci inclut tout d’abord des effets décrits
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précédemment comme la détection et la réponse a des indices de la plante afin de choisir un nouvel hote
(Rajabaskar et al., 2014). Dans une expérimentation tres élégante, Ingwell et al., (2012) ont montré que
lorsque le puceron Rhopalosiphum padi avait acquis le barley yellow dwarf virus (BYDV, famille:
Solemoviridae, genre : Polerovirus) a partir d’'un milieu comportant des particules virales purifiées, celui-
ci colonisait préférentiellement des plantes saines, contrairement aux pucerons non viruliferes qui
choisissent préférentiellement les plantes infectées. Aprés alimentation sur une plante infectée, les virus
peuvent également influencer le métabolisme du vecteur (Stafford-Banks et al., 2014) ou sa motilité
(Chesnais et al., 2020). Enfin, le comportement alimentaire lors de I'interaction avec des hotes ultérieurs
peut également étre influencé (Chesnais et al., 2020; Stafford et al., 2011). L’ensemble de ces effets dits,
effets post-acquisitions, peuvent étre directs (provoqué par la présence du virus dans le puceron) ou bien
indirects, c’est a dire induits par le passage du puceron sur la plante infectée (effets indirects persistants),
voir paragraphe précédent. Il est cependant extrémement difficile de dissocier ces deux mécanismes
d’action a partir du moment ou I'acquisition virale est réalisée a partir d’'une plante infectée (Ingwell et
al., 2012).

C) Les aspects les moins étudiés de la manipulation par les phytovirus

Les effets directs

Comme indiqué précédemment, apporter la démonstration d’un effet manipulatoire d’origine
directe est complexe. Dés lors que I'acquisition virale a été réalisée a partir d’une plante infectée, un effet
du virus médié par la plante (modifications de la qualité — composés primaires et secondaires) ne peut
pas étre exclu pour expliquer le comportement différentiel entre des vecteurs viruliferes et non viruliféres
(Lu et al., 2019). Il semble indispensable de purifier les particules virales pour éliminer tous les facteurs
de la plante pouvant influencer le vecteur et ne conserver que les effets résultant de I'interaction virus-
vecteur (Ingwell et al., 2012; Marmonier et al., 2022). Cependant des protocoles de purification de virus
n‘ont été développés que pour quelques virus (Hull et al.,, 1976; van den Heuvel, 1991), et restent
imparfaits car certains composés d’origine végétale sont également enrichis durant le processus
purification (Marmonier et al., 2022; Tscheuschner et al., 2023). Ces contraintes ont fortement limité le
nombre d’études crédibles décrivant des effets directs. Pourtant, leurs existences notamment chez les
virus propagatifs, est d’autant plus probables qu’ils interagissent ou se répliquent dans de nombreux
tissus de l'insecte comme par exemple, le systéme nerveux, et pourraient induire des modifications
comportementales du vecteur (Ammar & Hogenhout, 2008).

L'identification de facteurs viraux

Un corpus grandissant d’études existe sur des descriptions de phénomenes manipulatoires ciblant
les préférences des vecteurs pour les plantes infectées ou bien I'ensemble des comportements effectués
par les vecteurs interagissant avec des plantes infectées (Mauck et al., 2012; 2018). Cependant, les
descriptions des mécanismes sous-jacents, et notamment de I'identification des facteurs viraux font cas
d’exceptions (Mauck et al., 2019). Il a été montré par exemple, que la protéine C2 des begomovirus
(famille : Geminiviridae) réduisait les mécanismes de résistances des plantes aux aleurodes pour favoriser
leur survie et leur fécondité en interférant avec les voies de dégradation du protéasome (Li et al., 2019).
Plusieurs études sur les fijivirus ont identifiés des déterminants viraux impliqués dans la transmission du
coté de l'insecte (Zhang et al., 2021), mais également de la plante hote. L’étude trés vaste de Zhao (2022)
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a notamment montré que la protéine P6 du southern rice black-streaked dwarf virus (SRBSDV, famille :
Spinareoviridae , genre : Fijivirus) interagissait dans un premier temps avec la protéine cytoplasmique
OsRTH2 lors des stades précoces de I'infection stimulant la production d’éthyléne afin de favoriser la
réplication virale en repoussant les vecteurs (dont I'arrivée prématurée est rapidement léthal pour les
plantes infectées). Puis dans un second temps, lorsque la plante infectée peut supporter les stress
simultanés de I'infection et de I'infestation, la P6 est transloquée dans le noyau et restreint la dimérisation
du facteur de transcription OsEIL2 ce qui réduit fortement I'expression d’éthyléene et favorise I’attraction
des vecteurs. Cette étude est remarquable a la fois pour la description des mécanismes permettant la
modulation de I'attraction du vecteur, mais également car en effectuant plusieurs observations au cours
du développement de l'infection, elle met en avant que des effets manipulatoires adaptatifs puissent
varier selon le stade de l'infection considéré. Un effort conséquent est nécessaire pour identifier
I’ensemble des voies de signalisation potentiellement manipulées dans les plantes hdotes par des virus aux
modes de transmission différents.

Les effets post-acquisitions

Les effets manipulatoires sur les interactions aboutissant a I'acquisition de virus par les vecteurs
ont été décrits pour de nombreux virus (Mauck et al., 2018). Cependant, il existe trés peu de publications
qui étudient les effets manipulatoires potentiels permettant une facilitation de la recherche d’ho6te ou
d’inoculation du virus par les vecteurs viruliferes (Blanc & Michalakis, 2016). Le type de comportement le
plus étudié pour les effets post-acquisitions est sans doute la description de changement de préférence
de plantes hotes pas les pucerons viruliféeres (Ingwell et al., 2012; Medina-Ortega, et al., 2009; Rajabaskar
et al., 2014). Par exemple, M. persicae choisit préférentiellement les plantes infectées par le potato leaf
roll virus (PLRV) lorsqu’il est non-virulifére, puis au contraire préfére s’établir sur des plantes saines une
fois qu’il a acquis le virus (Rajabaskar et al., 2014). Ce type de changement de préférence en fonction du
statut a d’ailleurs été démontré comme participant a I'accélération de la propagation virale par des
travaux de modélisation (Roosien et al., 2013). Un article étudiant les effets post-acquisitions du TuYV sur
son vecteur M. persicae a également montré une amélioration de la motilité des pucerons viruliferes qui
faciliterait la recherche d’héte, et une altération du comportement alimentaire des pucerons viruliferes
sur des plantes saines (Chesnais et al., 2020). Enfin, Stafford et al. (2011) ont montré que I'inoculation du
tomato spotted wilt virus (TSWV) était facilitée par une modification du comportement alimentaire des
aleurodes vectrices viruliféres. Mis a part ces quelques exemples, les effets post-acquisitions induits par
les virus de plante sont encore trés largement inexplorés, et aucun mécanisme sous-jacent n’a été
proposé pour ceux-ci.
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Description des modeles biologiques utilisés lors de la thése

| — Myzus persicae

Myzus persicae (Sulzer, 1776), aussi appelé « puceron vert du pécher », est une espéce hautement
polyphage (van Emden et al., 1969). Les individus ailés ou aptéres dont la couleur nuance de vert a jaune,
mesurent entre 1,2 et 2,1 mm (Figure 8). Son hote primaire est trés généralement Prunus persica ou
d’autres ligneux du genre Prunus, alors que ses hotes secondaires représentent plus de 400 espéces de
végétaux appartenant a pres de 50 familles botaniques dont les Solanaceae, Asteraceae, Brassicaceae,
Apiaceae et Cucurbitaceae (Blackman and Eastop, 2000). Des sous-espéces de Myzus persicae ont été
décrites tel que Myzus persicae subsp. Nicotianae qui est associé au tabac et résistant a la nicotine
(Blackman, 1987; Troczka et al., 2021). Cette forte plasticité phénotypique ainsi qu’un crible évolutif
intense exercé par I'utilisation massive de biocides a abouti a I'’émergence de résistances a de nombreuses
classes d’insecticides dont les néonicotinoides (Bass et al., 2014; Bass & Nauen, 2023; Roy et al., 2022).
En région tempéré, Myzus persicae est généralement un puceron holocyclique, qui se reproduit
massivement par parthénogenése et ponctuellement par reproduction sexuée. Il est également
hétéroécique (posseéde plusieurs hotes) alternant entre un hoéte primaire durant I'hiver, et un hote
secondaire le reste de I'année. En revanche dans des régions ou la saison hivernale est absente ou plus
clémente, il peut se passer de la forme diapausante (ceuf) et donc de reproduction sexuée, on dit alors
gu’il est anholocyclique. Il est le plus impactant des pucerons ravageurs de cultures sur le plan
agroéconomique (van Emden and Harrington, 2007). Cependant, d’autres espéces de pucerons
hautement polyphage et vectrices de nombreux virus sont également trés problématiques, c’est le cas
par exemple d’Aphis gossypii (van Emden and Harrington, 2007). Myzus persicae cause des dommages en
détournant les photoassimilats de la plante lors de son alimentation, en favorisant le développement de
moisissures fuligineuses (ascomyceétes saprophytes) qui réduisent I'activité photosynthétique, et surtout
en transmettant de nombreux virus (Dedryver et al.,, 2010). Il est un des pucerons vecteurs pouvant
transmettre le plus de virus avec plus de 100 espéces différentes transmises (Kennedy et al., 1962, van
Emden and Harrington, 2007). Il transmet efficacement le turnip yellows virus (TuYV) et le cauliflower
mosaic virus (CaMV) qui sont les deux virus étudiés dans ces travaux de these de doctorat.

Figure 8 : Photographie de Myzus persicae relié a une sonde EPG. M. Verdier, Q. Chesnais & M. Drucker.
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Il — Le cauliflower mosaic virus

A) Généralités

Le virus de la mosaique du chou-fleur (cauliflower mosaic virus, CaMV) est le membre type du genre
Caulimovirus auquel il appartient parmi 12 autres espéces reconnues par I'ICTV (Comité international de
taxonomie des virus). Les caulimovirus appartiennent a la famille des Caulimoviridae qui comprend 9
autres genres. Le CaMV réplique son génome a ADN par transcription inverse d’un ARN prégénomique et
appartient donc au supergroupe des pararetrovirus. Le CaMV a été le premier virus de plante a étre
découvert possédant un génome a ADN ainsi que le premier virus infectant le regne végétal a avoir été
entierement séquencé (Franck et al. 1980; Haas et al. 2002). Ces différentes caractéristiques ainsi que la
facilité de construire des clones infectieux (grace a son ADN double-brin similaire a un plasmide) font du
CaMV un des 10 virus de plante les plus étudiés malgré son impact agroéconomique modéré (Scholthof
et al., 2011). Ses virions forment des particules non enveloppées de forme icosaédriques d’environ 50 nm
de diametre. L'assemblage de 420 molécules de la protéine de capside est nécessaire pour former une
particule compléte de symétrie d'ordre T = 7 abritant le génome viral. Ce dernier comporte
approximativement 8000 paires de bases et est enchassé dans la surface interne du virion. Le génome du
CaMV possede 7 ORF (cadre de lecture ouvert) codant pour 6 protéines nommeées P1 a P6.

B) Gamme d’hote, symptomatologie et tropisme tissulaire

Le CaMV infecte majoritairement les plantes de la famille des Brassicaceae, incluant les radis, navets,
moutardes, choux-fleurs, brocolis, choux, et la plante modeéle Arabidopsis (Figure 9a). La spécificité d’hote
est assurée par un domaine de la protéine P6 et permet aux souches D4 et W260 d’infecter également les
solanacées (Schoelz & Shepherd, 1988). La symptomatologie de I'infection est d’intensité variable selon
la souche de CaMV utilisée mais également selon I'h6te infecté. Cependant, le développement
caractéristique de l'infection du CaMV provoque généralement un blanchiment des feuilles qui n’affecte
en premier lieu que les nervures (mosaique) et qui progressivement recouvrent tout le limbe. Une plante
infectée manifeste des feuilles gaufrées et enroulées sur elle-méme, avec un retard de croissance
généralisé. Le CaMV n’est pas limité aux tissus du phloéme et peut virtuellement infecter toutes les
cellules de la plante, a savoir I'épiderme, le mésophylle, et le parenchyme vasculaire. Il est cependant
important de souligner qu’a I'inverse des particules virales qui sont retrouvées dans et hors des tissus du
phloéme, le facteur assistant de la transmission n’est disponible pour I'acquisition par le vecteur que dans
I’épiderme et le mésophylle (Figure 9b).
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Figure 9 : Infection d’Arabidopsis par le cauliflower mosaic virus. a) Photographie illustrant le phénotype
d’Arabidospis lors de I'infection du CaMV a trois semaines post-inoculation (équivalent a des plantes agées de cinq
semaines). Les Arabidopsis infectées par le CaMV manifestent un retard de croissance généralisé. Leurs feuilles sont
jaunies, gaufrées, et enroulées sur elle-méme. b) Représentation schématique du tropisme tissulaire du CaMV. Le
CaMV peut virtuellement infecter toutes les cellules de la plante. Cependant, I'acquisition des particules virales
(sphéres bleus et jaunes) par le puceron nécessite I'acquisition préalable, ou concomitante, du facteur assistant la
transmission (en rouge) qui est présent uniquement dans I’épiderme et le mésophylle. Photographie de Q. Chesnais
et schéma adapté a partir d’une présentation de F. Tjallingii.

C) Les protéines du CaMV

P1

La protéine P1 (~40 kDa) est la protéine de mouvement impliquée dans le déplacement de cellule
a cellule (Linstead et al., 1988). Elle est capable de s’auto-assembler pour former des structures tubulaires
qui interagissent avec les plasmodesmes afin de permettre au CaMV de les franchir sous forme de
particule virale (Perbal et al., 1993). Le passage des virions du CaMV dans les plasmodesmes nécessite le
recrutement de la P3 qui est la protéine associée a la capside. L'interaction entre la protéine de
mouvement et la protéine de la capside se fait de fagon indirecte par des interactions coiled-coil entre la
P1 et la P3 (Stavolone et al., 2005).

P2

La P2 (~18 kDa) est le facteur assistant de la transmission, ou « helper-component » et est
nécessaire pour la transmission du CaMV par son vecteur (Armour et al., 1983; Lung & Pirone, 1974). En
revanche, elle est totalement dispensable pour la réplication virale dans la plante hote (Armour et al.,
1983; Verdier et al., 2023). Aprés la traduction de la protéine au niveau des usines virales, la P2 est
rapidement adressée dans une structure virale appelée « corps a transmission » (Espinoza et al., 1991;
Khelifa et al., 2007). Cette structure sans membrane est essentiellement composée de P2 mais comporte
aussi des particules virales associées a la P3 ainsi que de la P3 libre (Drucker et al., 2002). Le corps a
transmission est une structure dynamique pouvant réagir instantanément a la piqdre intracellulaire d’un
puceron (Hébrard et al., 2001; Martiniere et al., 2013). La pénétration des stylets du puceron dans une
cellule infectée par le CaMV va induire des variations de la concentration intracellulaire de calcium et
d’especes réactives de I'oxygéne (ROS) ce qui va provoquer la désolidarisation des protéines formant le
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corps a transmission (Martiniére et al., 2013). Cette « activation du corps a transmission » (Figure 10) va
induire la répartition de la P2 sur le réseau de microtubules ce qui pourrait potentiellement faciliter
I"acquisition par le puceron du facteur assistant de la transmission seul, ou bien de I'ensemble complexe
transmissible du CaMV, a savoir le complexe P2-P3:virions (Drucker et al., 2002; Martiniere et al., 2009).
Le phénomene d’activation de la transmission pourrait limiter le colt énergétique payé par I’hote en
induisant la forme transmissible du virus uniqguement lorsqu’elle est nécessaire, a savoir en présence du
vecteur (Drucker & Then, 2015). |l semble partagé au moins par le turnip mosaic virus (Familiy :

Potyviridae ; Genre Potyvirus) et pourrait étre plus généralement présent chez les phytovirus non
circulants (Berthelot, et al., 2019; Drucker & Then, 2015).

Figure 10 : Activation d’un corps a transmission lors de I'intrusion des stylets du puceron dans la cellule végétale : Le
photomontage montre a gauche une cellule d’épiderme, définie par sa paroi colorée en bleu, qui contient un corps
a transmission, présenté en rouge. A c6té de la cellule sont montrés les stylets d’'un puceron, dont I'acrostyle est
coloré en vert. L'image a droite montre la méme cellule, aprés insertion des stylets dans le cytoplasme, le corps a
transmission est alors « activé » et la P2 est répartie sur les microtubules et plus facilement acquise par le vecteur
(Figure : M. Drucker).

P3

La P3 (~15kDa) est la protéine associée a la capside. Elle est indispensable a la fois pour I'infection
de la plante hote mais également pour la transmission par puceron. Comme décrit plus haut, la P3
lorsqu’elle est associée a une particule virale, peut interagir avec la protéine de mouvement du CaMV (P1)
afin de permettre le déplacement de cellule a cellule a travers les plasmodesmes (Stavolone et al., 2005).
Elle est également requise pour la transmission car elle interagit avec I'extrémité C terminale du facteur
assistant de la transmission (P2) qui ne peut lier directement les particules virales (Figure 10). Au niveau
cellulaire, il existe une forme libre de la P3 qui est présente dans les corps a transmission et semble
nécessaire pour maintenir la P2 fonctionnelle (Drucker et al., 2002).

P4

La protéine P4 (~57 kDa) est la protéine de la capside. Elle est traduite sous forme d’un précurseur
de 57 kDa puis clivée par la P5 afin de former des produits de clivage de poids moléculaire distincts (42,
39, 37 et 35 kDa). La quantité relative de ces protéines peut varier selon la souche du CaMV ou I'héte.
Plusieurs résidus de la protéine peuvent étre phosphorylés par la caséine kinase Il cellulaire, et ces
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modifications post-transcriptionnelles jouent un réle crucial dans l'initiation de I'infection (Champagne et
al., 2007; Chapdelaine et al., 2002).

P5

La P5 (78 kDa) est une polyprotéine homologue au produit du géne pol des rétrovirus. Elle possede
a la fois une activité RNAse H et une activité de transcription inverse respectivement portées par les
régions C- et N-terminales mais ne dispose pas d’un motif intégrase a I'inverse des rétrovirus. Cette
caractéristique est propre aux pararétrovirus a I'exception du petunia vein-clearing virus (PVCV) (Richert-
Poggeler & Shepherd, 1997). La protéinase de 18 kDa est libérée par autoclivage de la P5 et participe
ensuite a la maturation du précurseur de la capside (Guidasci et al., 1992).

P6

La protéine P6 (62 kDa) est une protéine multifonctionnelle tres abondante dans les cellules
infectées car elle est le constituant principal des usines virales (ou corps a inclusion denses). Les usines
virales sont des organites viraux non protégés par une membrane dans lesquelles des protéines virales et
cellulaires sont recrutées pour la réplication. Elles sont formées par auto-assemblage de la P6. Ces
structures sont dynamiques et mobiles au sein de la cellule (Alers-Velazquez et al., 2021; Schoelz et al.,
2016). La P6 est impliquée dans de nombreuses étapes de I'infection. Elle est notamment la premiére
protéine produite a partir des ARN 19S et 35S. La synthese des autres protéines a partir de I’ARN
polycistronique 35S dépend de la P6 qui permet la transactivation par « ribosome shunt » (Pooggin &
Ryabova, 2018). La protéine P6 possede a la fois un signal NES et deux signaux NLS qui lui permettent de
franchir la membrane nucléaire a différentes étapes de I'infection. Dans le noyau, elle peut notamment
participer a linhibition du « post-transcriptional gene silencing » (PTGS) (Haas et al. 2008), mais
également moduler les régulations épigénétiques en interférant avec les histones désacétylases
cellulaires HD2C et HDA6 pour promouvoir I'infection (Li et al. 2021). Son domaine Vir/Avr est responsable
de la suppression du « burst oxydatif » et de 'autophagie dépendant de I’acide salicylique. En interférant
avec ces mécanismes de défense, elle pourrait moduler la colonisation de la plante par d’autres parasites
non viraux (d’origine bactérien ou animal) (Chesnais et al., 2021; Hafrén et al., 2017; Zvereva et al., 2016).
En effet, la protéine P6 module les relations plantes-insectes en affectant les performances et le
comportement alimentaire de son puceron vecteur Myzus persicae (Chesnais et al., 2021).

P7

La protéine P7 n’a jamais été détecté in planta. Des délétions dans 'ORF7 ne sont pas létales, mais les
mutations du codon start révertent rapidement. Ceci indique que la présence d’'un ORF (mais pas son
produit d’expression) en amont de I'ORF1 est important pour le développement de linfection,
probablement pour réguler ou permettre le ribosome shunt (Dixon and Hohn 1984; Dixon, Jiricny, and
Hohn 1986). De plus, une étude de double hybride chez la levure a montré que la protéine interagissait
avec la protéine P6 (Lutz et al., 2012).
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D) Transmission du CaMV

Dans la nature, la transmission du CaMV est assurée par |'intermédiaire d’un insecte vecteur. Au
moins 27 espéces de puceron ont été mentionné comme vectrices du CaMV (Bak & Emerson, 2020).
Aucun cas de transmission par le pollen ou par la graine n’a été décrit. Il peut étre facilement transmis
mécaniquement en laboratoire, mais la transmission par le contact ne semble pas s’opérer dans la nature.
La transmission par puceron est dite non-circulante et semi-persistante, c’est-a-dire que les virions ne
sont pas internalisés dans le corps du puceron mais sont seulement retenus dans les stylets du puceron
durant quelques heures, voire quelques jours. L’interaction avec le vecteur est donc transitoire et
s’effectue uniquement dans une partie tres restreinte située dans le canal commun des stylets maxillaires
du puceron, 'acrostyle (Uzest et al., 2010). Le CaMV utilise un facteur assistant de la transmission — la
protéine P2 — qui va former un pont protéique afin de permettre I'accrochage des particules virales dans
I'acrostyle (Armour et al., 1983; Lung & Pirone, 1974; Uzest et al., 2007). Plus précisément, I'extrémité N
terminal de la P2 va relier un récepteur protéique (une styline) enchassée dans la cuticule des stylets
(Webster et al., 2018), alors que I'extrémité C-terminal de la P2 se lie a la protéine associée de la capside
(P3) qui entoure la particule virale (Leh, 1999; Plisson et al., 2005) (Figure 11). Deux dynamiques de
formation du complexe transmissible du CaMV (P2:P3:virions) sont possibles. Lors de I'activation de la
transmission la P2 peut s’associer a la P3 et former le complexe complet dans la cellule infectée, ou alors
la P2 peut se fixer seule dans les stylets et s’en suit I'interaction avec I'association P3:virions qui a toujours
lieu préalablement dans la cellule végétale (Drucker et al., 2002). Ce second mécanisme permet
I"acquisition de P3:virions depuis la seve du phloéme qui ne contient pas de P2 (Palacios et al., 2002).
Environ 800 particules peuvent étre retenues simultanément dans les stylets d’un puceron.

Figure 11 : Représentation de I'interaction d’une particule virale du CaMV dans les stylets maxillaires d’un puceron.
Une particule virale composée de protéines de la capside (en jaune) et de protéines P3 associées a la capside (en
bleu clair) interagit avec le facteur assistant de la transmission (la protéine P2 en rouge) accrochée a un récepteur
protéique (styline-1, bleu foncé) situé sur la surface interne des stylets du puceron. Cette interaction n’a lieu qu’au
niveau de l'acrostyle, une partie trés restreinte du canal commun des stylets maxillaires. Caractérisation
tridimensionnelle de la particule virale d’aprés (Plisson et al., 2005) et représentation S. Blanc & M. Drucker
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lIl — Le turnip yellows virus

A) Généralités

Le turnip yellows virus (TuYV) fait partie du genre des Polerovirus dont le membre type est le potato
leafroll virus (PLRV) et qui donne son nom au taxon. Avec trois autres genres, les Enamovirus, les
Polemovirus et les Sobemovirus, ils forment la famille des Solemoviridae (anciennement Poleroviridae). Le
TuYV posséde un génome monopartite a ARN simple brin d’environ 5640 nucléotides contenant 7 ORF
chevauchants (de I'ORFO a I'ORF5 et I'ORF 3a) codant pour les sept protéines associées (Boissinot et al.,
2020; Delfosse et al., 2021). L’ARN est coiffé par la protéine virale Vg et ne contient pas de queue poly-A.
La capside icosaédrique de symétrie T = 3 d’environ 25 nm de diameétre est constituée de deux protéines.
Sa formation nécessite 180 unités de la protéine majeure de la capside appelée CP, et seulement quelques
molécules de la protéine mineure de la capside, la RT. Celle-ci tient son nom du phénoméne de
‘readthrough’ qui permet au ribosome de poursuivre la traduction apres le codon stop de la CP. Chez le
TuYV, aucune de ces deux protéines ne semblent ni glycosylée ni acétylée, alors que chez le barley yellow
dwarf virus - RPV (BYDV-RPV, famille : Solemoviridae, genre : Polerovirus), deux résidus lysines de la CP
sont acétylés (Cilia et al., 2014).

B) Gamme d’hote, symptomatologie et tropisme tissulaire

Le TuYV peut infecter au moins 23 familles végétales incluant les Chenopodiaceae, Asteraceae,
Solenaceae, Cucurbitaceae, et Fabaceae (Beuve et al., 2008). Parmi cette gamme d’hote tres étendue,
certains correspondent a des plantes cultivées (e.g., le colza, le chou-fleur, le brocoli, |a laitue, le radis, le
navet et la tomate) et font donc du TuYV un virus a importance agroéconomique. Le TuYV infecte
également la plante modele Arabidopsis thaliana (Figure 12a). De plus, de nombreuses adventices ou
poacées sont des hotes naturels du TuYV et jouent le réle de réservoir viral, rendant le contrdle de ce virus
difficile au champ. Le symptéme caractéristique du TuYV est le jaunissement foliaire. Cependant, les
modifications phénotypes liées a I'infection peuvent se décliner selon un large éventail et dépendent de
I’h6te infecté. La décoloration des feuilles peut tendre vers le jaune, le rouge ou le violet chez le colza et
de nombreuses brassicacées, alors que les féverolles peuvent étre atteintes de rabougrissements et de
nécroses en plus du jaunissement. La versatilité des symptémes, I'imputabilité du jaunissement a de
nombreux autres facteurs biotiques ou abiotiques et la présence de plantes asymptomatiques rendent la
détection du TuYV en champs difficile sans diagnostic moléculaire. Comme tous les Solemoviridae a
I’exception du complexe mutualiste du pea enation mosaic 1 (PEMV1, genre : Enamovirus) et du pea
enation mosaic 2 (PEMV2, genre Umbravirus), le TuYV est strictement limité aux tissus du phloeme. C’est-
a-dire qu’il n’infecte que les cellules compagnes et les tubes criblés, ce qui correspond a environ 5% des
cellules végétales (Figure 12).
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turnip yellows virus

Figure 12 : Infection d’Arabidopsis par le turnip yellows virus. a) Photographie illustrant le phénotype d’Arabidospis
lors de I'infection du TuYV a trois semaines post-inoculation (équivalent a des plantes dgées de cing semaines). Les
Arabidopsis infectées par le TuYV ont une surface foliaire réduite en comparaison des plantes saines et les feuilles
les plus agées affichent des colorations violacées, probablement liées a I'accumulation d’anthocyanes. b)
Représentation schématique du tropisme tissulaire du TuYV. La réplication et la présence des particules virales du
TuYV sont limitées aux tissus du phloéme, a savoir les cellules compagnes et les tubes criblés. Photographie de Q.
Chesnais et schéma adapté a partir d’'une présentation de F. Tjallingii.

C) Les protéines du TuYV

PO

La protéine PO (~29 kDa) est une protéine multifonctionnelle impliquée dans la suppression du
‘post-transcriptionnal gene silencing’ (PTGS), la réponse hypersensible (Der Wang et al., 2015), et
semblerait intervenir dans l'interaction plante-virus-puceron. Due a la séquence entourant le codon
initiateur AUG suboptimal, I'accumulation de la PO est tres faible dans son héte. Ce codon est soumis a
une forte sélection car son remplacement par un codon plus efficace provoque une réduction du titre viral
(Pfeffer et al., 2002). Son activité de suppresseur de RNA silencing intervient par la dégradation de la
protéine ARGONAUTE1, une protéine pouvant lier I’ARN guide et faisant partie du complexe RISC (RNA-
induced silencing complex) qui est indispensable pour la séquestration ou le clivage des ARN cibles
(Baumberger et al., 2007; Bortolamiol et al., 2007; Pfeffer et al., 2002). Récemment, il a été montré que
AGOL1 est stabilisé dans la vasculature des plantes infectées, indiquant que le réle de la PO du TuYV dans
la suppression du silencing n’est pas si simple (Clavel et al., 2021). Chez le PLRV, la PO ainsi que la Pl et la
P7 (protéine non présente chez le TuYV) modulent aussi d’autres mécanismes de défenses, notamment
les voies du jasmonate et de I'éthylene ce qui influence le comportement du puceron vecteur Myzus
persicae (Patton et al., 2020), cependant les mécanismes sous-jacents responsables ne sont pas identifiés.

P1

La protéine P1 (~70 kDa) est impliquée dans une grand nombre de processus liés a la réplication
virale (Sadowy et al., 2001). Elle posséde deux domaines transmembranaires associés a la formation du
complexe de réplication. La VPg (genome-binding protein) est traduite avec la P1 puis relachée par clivage
protéolytique de la protéase a sérine portée par la P1 (Li, Halpin, and Ryan 2007).
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P2

La protéine P2 (~119 kDa) est exprimée fusionnée a la protéine P1 par un décalage de -1 du cadre
de lecture. La P2, ou protéine P1P2 est la polymérase du TuYV et posséde une activité ARN-polymérase-
ARN-dépendante. Avec la protéine P1, elles sont les deux seules protéines virales strictement nécessaires
ala réplication (en plus des facteurs de I’'h6te également impliqués) (Reutenauer et al., 1993). Le décalage
du cadre de lecture nécessaire a la traduction de la P1P2 ne se produit que peu fréquemment, entre 1%
et 30% des ribosomes poursuivent la traduction apres I'atteinte du codon stop de la P1 (Delfosse et al.,
2021).

P3

La P3 (~24 kDa) est la protéine majeure de la capside (CP). Cent quatre-vingt protéines sont
nécessaires pour la formation d’une particule icosaédrique compléte de symétrie T = 3. La formation de
la capside est a la fois requise pour le mouvement de cellule a cellule (Hipper et al., 2014) et pour la
transmission (Brault et al., 2005). Chez le PLRV, la localisation nucléaire et nucléolaire de la CP suggere
gue cette protéine virale pourrait également influencer la régulation des genes cellulaires des plantes
hotes, ou interagir avec des protéines nucléaires essentielles au cycle viral (Haupt et al., 2005). De maniere
intéressante, la CP nucléaire ne semble pas &tre sous forme de virion (Haupt et al., 2005). Egalement chez
le PLRV, DeBlasio et al. (2016) ont mis en évidence que la CP interagissait avec 32 protéines de I’hote
impliquées dans de diverses voies biochimiques comme notamment la photosynthese, la fixation du
carbone, la défense des plantes, le trafic cellulaire ou encore le repliement des protéines.

P3a

La P3a est une petite protéine d’environ 5 kDa. A cause de son codon d’initiation non canonique
la protéine P3a n’a été découverte que récemment (Smirnova et al., 2015). Elle est impliquée dans le
mouvement, et au moins chez le PLRV, interagit avec plusieurs partenaires viraux a savoir la protéine de
mouvement (P4) et la RT. La proline 18 a été identifiée comme un résidu important pour les fonctions de
mouvement et d’établissement de I'infection (Zhang et al., 2018).

P4

La protéine P4 (~17 kDa) dont 'ORF est contenu dans I'ORF3, posseéde de nombreuses
caractéristiques propres des protéines virales de mouvement (Lucas, 2006). Elle est requise pour
I'infection systémique (Lee et al., 2002; Ziegler-Graff, 1996), interagit avec les plasmodesmes et accroit
leurs diameétres (Hofius et al., 2001; Lee et al., 2002). De plus, il a été montré que la P4 altere le
métabolisme de I'amidon et influence I’allocation des sucres libres des tissus puits vers les tissus sources.
Cet effet étant fortement dose dépendant et ayant été étudié dans des plantes transgéniques, il n’a pas
encore été démontré lors d’infection sauvage (Herbers et al., 1997; Hofius et al., 2001).

P5

La protéine P5 est la protéine mineure de la capside et est traduite sous la forme d’une protéine fusion
P3-P5 par un phénomeéne de « ribosomal readthrough » au niveau du codon stop de la P3. Sous sa forme
« tronquée » (55 kDa) elle est donc composée de la protéine CP et d’un domaine supplémentaire le RT
domaine (RTD). Son enchassement dans la capside n’est pas nécessaire pour la formation d’une particule
virale. En revanche sa présence est indispensable pour la transmission. La RT semble interagir avec le
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récepteur a I'éphrine (Eph), et serait impliquée dans I'internalisation des virions dans le puceron (Mulot
et al., 2018). Une seconde forme, la RT « compléte » (74 kDa), est détectée libre dans la cellule mais
également dans le noyau chez le PLRV (Haupt et al., 2005). Les deux formes de la RT semblent étre
impliquées dans le mouvement a longue distance a travers les tissues vasculaires de la plante (Boissinot
et al., 2014).

D) Transmission du TuYV

A I’exception du pepper whitefly-borne vein yellows virus (PeWBVYV) transmit par I'aleurode Bemisia
tabaci (Ghosh et al., 2019), tous les polerovirus dont le TuYV, sont transmis par puceron selon le mode de
transmission circulant, persistant et non-propagatif. Une fois que le puceron ingére de la séve dans les
tissus du phloéme, les particules virales circulent dans son tube digestif et peuvent étre internalisées dans
I’'hémocoele. Cela peut avoir lieu au niveau de I'intestin moyen pour le PLRV (Garret et al., 1993) ou le
TuYV (Reinbold et al., 2001), alors que le I'internalisation a lieu au niveau de l'intestin postérieur pour le
barley yellow dwarf virus (BYDV ; Genre : Solemoviridae ; Famille : Tombusviridae) (Li et al. 2001). En ce
qui concerne plus particulierement le TuYV, l'internalisation se fait par I'intermédiaire de vésicules a
clathrine au niveau du poéle apical des cellules intestinales (Brault et al., 2007). L'implication d’un
récepteur a I'éphrine (Eph) dans ce mécanisme a été la premiere indentification d’un récepteur
permettant I'internalisation d’un polerovirus dans son puceron vecteur (Mulot et al., 2018). La réduction
artificielle de I'expression du gene codant cette protéine par |'utilisation d’ARN double brin induisant le
silencing a montré a la fois une diminution du nombre de copies virales internalisées dans I’hémolymphe,
et également une diminution du taux de transmission (Mulot et al., 2018). Une fois dans I’hémolymphe,
les virions doivent pénétrer les glandes salivaires afin d’étre inoculés par le puceron en tant que
composant salivaire. Malgré I'absence de réplication dans le puceron, ce dernier reste porteur du virus
(i.e., virulifére) toute sa vie.
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Chapitre 1 : Effets du CaMV sur le
comportement de son vecteur Myzus
persicae
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Résumé du chapitre 1
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METHODE

Les virus de plantes influencent différentes phases comportementales et traits d’histoire
de vie de leurs vecteurs afin de favoriser leur propre transmission. Le comportement alimentaire
des pucerons est un élément clé pour la transmission virale. En effet, selon la persistance du virus
dans le vecteur et le tropisme tissulaire dans la plante, certaines sous-phases du comportement
alimentaire (piqures intra-cellulaires, ingestion de séve du phloéme...) sont incontournables pour
I"acquisition et l'inoculation des particules virales. Des observations réalisées avec des virus
appartenant a des clades distincts montrent que les virus circulants-persistants (CP) ont tendance
a favoriser un contact durable entre I'insecte et la plante infectée, alors qu’a I'inverse les virus non-
circulants non-persistants (NCNP) découragent les vecteurs de s’établir sur les plantes infectées et
favorisent un départ rapide de ces derniers aprés I'acquisition. Les virus non-circulants semi-
persistants (NCSP) sont, quant a eux, trés peu étudiés et leur mode de transmission intermédiaire
pose des questions sur les effets qu’ils peuvent avoir sur les interactions plantes-insectes-vecteurs.

Si le CaMV induit des réponses comportementales et/ou physiologiques sur son puceron
vecteur, Myzus persicae, favorisant sa propre transmission, alors des déterminants viraux doivent
étre impliqués. Un des objectifs de ce chapitre est d’identifier les facteurs protéiques qui
influencent le comportement alimentaire et les performances du puceron vecteur. Nous avons
également comme objectif de caractériser le mode d’action des protéines identifiées. Ces résultats
permettront une meilleure compréhension des interactions virus-plante-insecte pour les virus
NCSP.

Afin de séparer les effets, potentiellement intriqués, des différentes protéines du CaMV
sur le comportement alimentaire de M. persicae, nous avons employés plusieurs méthodologies.
La premiére consiste en |'utilisation de plantes transgéniques n’exprimant qu’une seule protéine
virale. Ce type d’approche a été employée pour I'étude de la P6 du CaMV, en utilisant plusieurs
variants issus de différentes souches du CaMV et des mutants de la protéine P6. Pour |'étude de la
P2, cette protéine n’étant pas nécessaire a la réplication virale, nous I’avons retiré du génome viral
et utilisé un virus mutant ne I'exprimant pas (B-JIAP2). En complément, dans le but d’étudier les
effets de la P2 seule, sans interférence causée par d’autres facteurs viraux ou de la plante, nous
avons utilisé la P2 purifiée a partir des cellules Sf9 infectées par des baculovirus recombinants. Ce
type d’approche, associée a la purification de particules virales et de la protéine P3, a permis de
constituer un milieu artificiel comportant le complexe transmissible complet du CaMV. En
s’affranchissant d’une acquisition sur plante infectée, nous avons pu étudier I'effet direct de
I'acquisition de la P2 ainsi que du complexe transmissible du CaMV par le puceron sur son
comportement alimentaire.

Deux types de modifications comportementales ont été observées en présence du CaMV,
i) I'infection augmente la durée d’ingestion de séve des pucerons se nourrissant sur les plantes
infectées, ii) lors des premiers contacts entre la plante infectée et le puceron (« probing »), ce
dernier insert ses stylets dans la plante un plus grand nombre de fois et effectue plus de
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pénétrations intracellulaires. Les pucerons réalisent des phases d’ingestion de séve du phloeme
plus longues sur des plantes exprimant la protéine P6, indiquant que celle-ci est (au moins en
partie) responsable de I'amélioration du comportement alimentaire des vecteurs sur les plantes
infectées. La protéine P6 n’est pas responsable de la réduction des performances du puceron
vecteur M. persicae sur les plantes infectées par le CaMV Le comportement de « probing » est
altéré chez les pucerons aprés acquisition du virus sur plante infectée, mais également aprés
acquisition du complexe transmissible complet ou de la P2 seule, sur un milieu artificiel, ce qui
indique un effet « direct » de la protéine sur le comportement du vecteur.

Le CaMV est un virus NCSP dont les particules virales dans les stylets du puceron sont
retenues seulement quelques heures (ou quelques jours) avant une potentielle inoculation. La
réduction des performances de son vecteur, comme cela a été observé dans notre étude ou chez
d’autres virus NC, pourrait encourager les vecteurs a rapidement se disperser vers un nouvel hote
de meilleure qualité et ainsi favoriser I'inoculation virale ultérieure. Nos travaux sur la protéine P6
ont montré qu’elle ne semble pas jouer un réle dans la réduction des performances de M. persicae
sur les plantes infectées par le CaMV.

L’acquisition du CaMV par son vecteur dépend du comportement effectué par le puceron sur la
plante infectée. Le CaMV peut étre acquis apres une piqdre intracellulaire (dans I'épiderme ou le
mésophylle) mais également, et de fagon plus efficace, suite a une phase d’ingestion de séve dans
le phloeme (précédée par de nombreuses piqlres intracellulaires). Nous avons observé une
augmentation de la durée totale d’ingestion de seve pour les pucerons placés sur les plantes
infectées et différentes plantes transgéniques P6. Cette modification du comportement, causée
par la P6 et en particulier le domaine protéique N-terminal (Vir/Avr, responsable entre autres, de
la virulence et de la suppression de I'immunité innée), semble donc avantageuse pour I'acquisition
virale.

L'infection par le CaMV augmente le nombre de piqures intra-cellulaires réalisées par les pucerons
sur des plantes infectées ou lorsqu’ils sont viruliféres. Bien que moins efficaces en termes de
transmission virale que I'ingestion de seéve, une augmentation du nombre de ces pénétrations
intra-cellulaires pourrait néanmoins améliorer a la fois I'acquisition et I'inoculation. En effet, I'acces
au phloeme et I'ingestion soutenue de séve sont les derniéres étapes d’un enchainement complexe
de comportements d’évaluation de la plante hote effectués par le puceron. Seuls des pucerons
dont la plante fait partie de leur gamme d’hote peuvent atteindre le phloeme. De fait, cette
modification comportementale pourrait aussi affecter des pucerons qui n’entrent en contact avec
la plante infectée que de facon trés transitoire, et favoriser leurs comportements de vection
essentiellement basé sur les piqures intracellulaires. La délétion (plantes transgéniques) ou I’ajout
de la P2 (milieu artificiel) a permis d’attribuer ces altérations du « probing » a la protéine P2.
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Les points marquants :
¢ L'infection du CaMV réduit les performances de son vecteur Myzus persicae mais le facteur viral
responsable n’a pas été identifié.

¢ Le CaMV modifie plusieurs parametres du comportement alimentaires de Myzus persicae afin
d’améliorer sa transmission.

¢ L'expression de la protéine P6 du CaMV seule induit une augmentation d’ingestion de seve similaire a
celle observée lors d’une infection sauvage. Cet effet sur le vecteur semble étre « indirect » (médié par la
plante-hote).

4 Retirer le domaine Vir/Avr de la P6 annihile son effet, il est donc indispensable a la modification de
comportement.

¢ Le CaMV augmente le nombre d’insertion des stylets dans la plante et le nombre de piqlres
intracellulaires. Cet effet peut étre aboli en utilisant le virus B-JIAP2, ou bien induit artificiellement en
nourrissant le puceron sur du milieu artificiel contenant de la P2.

¢ L'effet de la P2 est direct et lié a une interaction supposée entre la P2 et les stylines situées dans
I'acrostyle des stylets du puceron. C’'est la premiere description de ce type de phénomeéne pour un virus
non-circulant.
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1 | INTRODUCTION

Most plant viruses rely on arthropod vectors for their transmission
to a new host. Among these, insects with a piercing-sucking feeding

Abstract

Emerging evidence suggests that viral infection modifies host plant traits that in turn
alter behaviour and performance of vectors colonizing the plants in a way condu-
cive for transmission of both nonpersistent and persistent viruses. Similar evidence
for semipersistent viruses like cauliflower mosaic virus (CaMV) is scarce. Here we
compared the effects of Arabidopsis infection with mild (CM) and severe (JI) CaMV
isolates on the feeding behaviour (recorded by the electrical penetration graph
technique) and fecundity of the aphid vector Myzus persicae. Compared to mock-
inoculated plants, feeding behaviour was altered similarly on CM- and Jl-infected
plants, but only aphids on Jl-infected plants had reduced fecundity. To evaluate
the role of the multifunctional CaMV protein P6-TAV, aphid feeding behaviour and
fecundity were tested on transgenic Arabidopsis plants expressing wild-type (wt)
and mutant versions of P6-TAV. In contrast to viral infection, aphid fecundity was
unchanged on all transgenic lines, suggesting that other viral factors compromise
fecundity. Aphid feeding behaviour was modified on wt P6-CM-, but not on wt P6-JI-
expressing plants. Analysis of plants expressing P6 mutants identified N-terminal P6é
domains contributing to modification of feeding behaviour. Taken together, we show
that CaMV infection can modify both aphid fecundity and feeding behaviour and that

Pé6 is only involved in the latter.

KEYWORDS
aphid vector, plant virus, vector behaviour, vector modification, vector transmission, viral

factors

behaviour such as aphids are the most efficient vectors, because
they can, with great precision and without inflicting major damage
to plant cells, acquire and inoculate viruses in distinct plant tissues.
Evidence accumulates that viruses interact with both hosts and
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vectors and alter some of their characteristics to optimize transmis-
sion. The interactions may be direct, that is, changes in vector be-
haviour or fitness following virus acquisition by and retention in the
vector, or indirect, that is, plant traits like odour, colour, and nutritive
value modified by viral infection impact vector behaviour and fitness
(for review see Dader et al., 2017; Fereres & Moreno, 2009; Mauck
et al., 2018). The ways viruses modify or even manipulate plant hosts
and vectors depend on the transmission mode and tissue tropism of
the virus (Mauck et al., 2012). Transmission modes are classified by
two criteria: retention time in the vector (persistence) and vector
interaction, with circulative viruses cycling through the vector body
before being inoculated as a saliva component into a new host plant
and noncirculative viruses interacting only with the vector mouth-
parts. Circulative and persistent viruses are most often phloem-
restricted and characterized by long acquisition and retention times
in the vector, resulting in prolonged, often lifelong transmissibility.
General predictions assume that these viruses would benefit from
fast and prolonged access of vectors to the phloem, which would
facilitate virus acquisition. The circulative and persistent viruses
also tend to increase food quality of the host, resulting in an im-
provement in vector fitness and an increase in vector population
(Dader et al., 2017; Fereres & Moreno, 2009; Mauck et al., 2018). In
contrast, noncirculative and nonpersistent viruses are often tissue
generalists, with fast acquisition and short retention times. Plants
infected with noncirculative and nonpersistent viruses may attract
vectors for virus acquisition (Fereres & Moreno, 2009) and subse-
quently encourage them to leave the plants rapidly for fast disper-
sal of the virus, as shown for cucumber mosaic virus (Mauck et al.,
2010). Vector departure is often related to the poor taste and low
nutritive value of infected plants (Mauck et al., 2014). While many
reports support these models, there are also a number of examples
that do not follow the expectations. Outcome of virus-host-vector
interactions may vary depending on the specific virus-host-vector
combination and probably other factors (Mauck & Chesnais, 2020;
Mauck et al., 2018).

Cauliflower mosaic virus (CaMV) (genus Caulimovirus, family
Caulimoviridae) has features of nonpersistent and persistent viruses
and is often classified as a semipersistent virus. Being a tissue gen-
eralist, CaMV can infect all cell types and is acquired from epider-
mis and mesophyll cells like nonpersistent viruses, but also from
the phloem sap like persistent viruses (Palacios et al., 2002). With
regard to vector interaction, CaMV is a noncirculative virus that
binds to stylin receptors in the stylet tips of its aphid vectors (Uzest
et al., 2010; Webster et al., 2018). Virus particles require the virus-
encoded transmission helper protein P2 for vector interaction that
forms a complex with the virions (Leh et al., 1999; Moreno et al.,
2005). Formation of this P2-virus complex, mandatory for transmis-
sion, can occur in infected plant cells or in the stylets, allowing simul-
taneous or sequential binding of P2 and virus to the vector (Drucker
et al., 2002). Simultaneous binding is associated with fast CaMV ac-
quisition from epidermis and mesophyll, whereas sequential binding
favours uptake of CaMV from the phloem sieve tubes that contain
virions but are devoid of P2 (Palacios et al., 2002).

Whereas the molecular and cellular mechanisms of CaMV acqui-
sition are well studied, information on the effect of CaMV infection
on transmission-relevant changes in aphid behaviour and perfor-
mance is scarce. Chesnais et al. (2019) reported that the green peach
aphid Myzus persicae and the cabbage aphid Brevicoryne brassicae did
not show any preference for CaMV-infected Camelina sativa plants.
Both aphid species created more intracellular punctures, ingested
less phloem sap, and displayed reduced fecundity on infected plants
compared to healthy plants, as expected for a nonpersistent virus.

In this study, we tested how different isolates of CaMV affect M.
persicae feeding behaviour and fitness on the model plant Arabidopsis
thaliana. We then addressed the specific role of the multifunctional
viral protein P6-TAV in modification of aphid traits. P6 is a key player
in CaMV infection (for review see Pooggin & Ryabova, 2018; Schoelz
et al., 2016). It is required for translation of the polycistronic CaMV
35S RNA and interacts, among others, with TOR kinase. TOR is in-
volved in translation initiation, but plays also a pivotal role in con-
trolling cell homeostasis of catabolic and anabolic processes. P6
binding triggers TOR phosphorylation, which then promotes protein
translation and simultaneously suppresses potential antiviral auto-
phagy and innate immunity (Hafrén et al., 2017; Zvereva et al., 2016).
Pé6 is also a suppressor of RNA silencing and sufficient to induce typ-
ical symptoms of infection by itself (Yu et al., 2003). Finally, P6 is the
matrix protein of the viral factories, where replication occurs and
virus particles are stored (Schoelz & Leisner, 2017). The P6 functions
in dampening plant defences and in inducing symptom expression
could impact aphid-plant interactions. Pé is, therefore, a perfect

candidate to modify aphid behaviour and performance.

2 | RESULTS
2.1 | Effect of viral infection on M. persicae

We first compared the impact of CaMV infection on M. persi-
cae feeding behaviour and performance. For this, we chose the
well-characterized CaMV isolates Cabb B-JI (referred to as JI) and
Cm1841 that accumulate in infected Brassicaceae at high and low
levels (Lung & Pirone, 1973) and cause severe and mild symptoms
in Arabidopsis, respectively (Cecchini et al., 1998). Unlike JI, Cm1841
is a nontransmissible CaMV isolate, due to a mutation of amino acid
94 in the transmission helper protein P2 (Woolston et al., 1987). For
better comparison, we reverted this mutation to wild type (wt) and
carried out all experiments with the revertant virus, Cm1841-Rev,
hereafter referred to as CM. Figure 1a-c shows that, at 21 days post-
inoculation, Jl-infected Arabidopsis Col-0 plants displayed stronger
symptoms compared to CM-infected plants with a reduced growth,
intense yellowing, and leaf curling. In addition, we observed lower
accumulation of P2, P4 capsid protein, and P6-TAV protein in CM-
infected plants (Figure 1d).

We next evaluated aphid fecundity on infected and mock-
inoculated plants by counting the number of offspring of synchro-

nized adult wingless aphids after 5 days of infestation. Fecundity
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FIGURE 1 Symptoms of CaMV (a)
infection and viral protein accumulation

in Arabidopsis Col-0 plants. (a) Mock-
inoculated, (b) CM-infected, and (c)
Jl-infected plant 21 days postinoculation
with virus-free or viruliferous aphids.
Scale bar = 5 cm. (d) Western blot analysis
of accumulation of CaMV proteins in

CM- and Jl-infected Arabidopsis 21 days
postinoculation. The membranes were
stained for P2 (left panel), P4 (middle
panel), and Pé6 (right panel). Ponceau red
staining of the large RuBisCO subunit is
shown as a loading control. Molecular (d)
weights are indicated on the right of the
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FIGURE 2 Fecundity and feeding behaviour of Myzus persicae on mock-inoculated or CaMV-infected Arabidopsis. Two-week-old plants
were inoculated with the indicated isolate and used 3 weeks later for the experiments. (a) Aphid fecundity after 5 days of infestation

(n = 28-33). (b) Aphid feeding behaviour parameters recorded with the electrical penetration graph (EPG) technique (n = 22-27). Letters
show significant differences between plant infection status as tested by GLM followed by pairwise comparisons using “emmeans” (p < .05;

method: Tukey)

was significantly lower on JI-infected Arabidopsis compared to mock-
inoculated control plants and CM-infected plants (generalized linear
model [GLM], df = 2, X2 =15.542, p < .001; Figure 2a).

Then we assayed aphid feeding behaviour by the electrical pen-
etration graph (EPG) technique. Behaviour of individual aphids was
recorded for 8 hr on mock-inoculated or infected Arabidopsis. The
total duration of probing in plant tissue and the time to the first
phloem phase were not affected by either CaMV isolate (GLM,
df =2, X2 =0.952, p =.621; Cox model, X2 =0.07, p = .96; Figure 2b).
The duration of the pathway phase was significantly reduced on
infected Arabidopsis for both isolates (GLM, df = 2, X2 = 11.14,
p = .004). The duration of phloem ingestion was significantly lon-
ger on Jl-infected Arabidopsis compared to CM-infected and mock-
inoculated plants (GLM, df = 2, X2 = 6.27, p = .04, Figure 2b).

2.2 | Effect of P6 on aphids

We used transgenic Arabidopsis expressing wt and mutant Pé pro-
teins from the constitutive 35S promoter to determine whether P6
is involved in plant-aphid interactions. Figure 3a-h shows the phe-
notype of Col-0 plants expressing the P6 proteins 5 weeks after
germination: Plants expressing wt P6 from JI or CM or P6 from CM
with an N-terminal HA-tag (P6-CM-HA) were smaller and leaves
showed yellowing but no leaf curling as CaMV-infected plants
(Figure 3b,d,g). Plants expressing P6 from CaMV isolate D4 resem-
bled untransformed plants (Figure 3c). Arabidopsis plants expressing
mutated versions of P6é from isolate JI, JI-Eki (bearing three amino
acid substitutions at Pé’'s N-terminus) and JI-AdsR (containing a de-

letion of the TOR- and RNA-binding region), displayed no or only
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FIGURE 3 Phenotype of 5-week-old transgenic Arabidopsis plants expressing various P6 proteins. The images show (a) an untransformed
Col-0 plant and (b-h) transgenic Col-0 plants expressing (b) P6 from the CaMV isolate CM; (c) P6 from isolate D4; (d) P6 from isolate JI; (e) the
Pé6 dsR domain deletion mutant from isolate JI, referred to as JI-AdsR; (f) the P6 Eki mutant from isolate JI, referred to as JI-Eki; (g) HA-tagged
wild-type P6 from CM (CM-HA), and (h) the HA-tagged Pé Vir/Avr domain deletion mutant from isolate CM, referred to as CM-Ad23-HA. Scale
bar = 5 cm. (i) Western blot analysis of P6 protein accumulation in 5-week-old transgenic plants expressing the indicated P6 mutants. The figure
shows the same blot revealed with a short (left) or a longer (right) exposure time to visualize weak bands. Extracts prepared from untransformed
Col-0 and from CM-infected leaves were loaded as negative and positive controls, respectively. (j) Detection of P6-JI-Eki and P6-CM-Ad23-

HA by western blot. The two proteins that were not detected in the blot shown in (i) could be revealed in a different experiment using more
concentrated extracts. Each lane presents extract from a different transgenic plant. Signals from wild-type Pé loaded on the same blots are
shown to the left of the panels and either the blots were exposed much shorter (P6-JI-Eki) or extracts were diluted (P6-CM-Ad23-HA). Note
that the mutant Pé concentration varied considerably. Ponceau red staining of the large RuBisCO subunit is shown as a loading control

a weak phenotype compared to untransformed plants (Figure 3e,f).
Also, the P6 CM-Ad23-HA mutant (containing an N-terminal HA-tag
and a deletion of the virulence/avirulence region Vir/Avr) induced
no visible phenotype (Figure 3h). Western blotting indicated strong
accumulation of P6-D4 and P6-JI-AdsR and low accumulation of P6-
CM and Pé6-Jl in transgenic plants (Figure 3i). P6-CM-HA was visible
after prolonged exposure of the blot, and P6-JI-Eki and P6-CM-
Ad23-HA only after redoing the blots (Figure 3;j).

M. persicae fecundity was assayed on the P6-expressing trans-
genic plants. In contrast to CaMV-infected plants, aphid fecundity
was not affected on any transgenic plant when compared to un-
transformed plants (GLM, df = 7, Xz = 6.61, p =.478; Figure 4).

Then, the feeding behaviour of M. persicae on the Pé-transgenic
plants was analysed by EPG (Figure 5). All aphid behaviour parameters
on P6-D4 plants were similar to those on untransformed Col-0 plants.
We detected significant differences in aphid feeding behaviour on the

other transgenic plants. Compared to plants expressing P6-CM and

P6-CM-HA, aphids probed for significantly shorter times on P6-CM-
Ad23-HA and Pé6-JI plants (GLM, df = 7, X2 =23.07,p =.002; Figure 5).
The pathway phase was significantly reduced on P6-CM-HA plants,
compared to P6-CM-Ad23-HA, JI, and untransformed Col-O plants
(GLM, df = 7, X2 = 24.33, p < .001). The duration of phloem inges-
tion was significantly longer on P6-CM-HA plants compared to P6-JI
and untransformed plants (GLM, df = 7, y? = 25.12, p < .001). Aphids
reached the first phloem phase significantly faster on plants expressing
P6-CM compared to untransformed Col-0 or plants expressing P6-JI
and P6-CM-Ad23-HA (GLM, df = 7, y* = 20.76, p = .04).

3 | DISCUSSION
Many studies report changes in vector behaviour and performance
after infection of plants with viruses, but only a few identify viral de-

terminants involved in vector manipulation. Also, most work centres



CHESNAIS ET AL.

on persistent and nonpersistent viruses; studies on semipersistent
viruses are scarce. To fill this gap, we studied the feeding behaviour
and fecundity of aphids on Arabidopsis infected with a severe and a
mild isolate of CaMV, a virus with transmission properties of both
nonpersistent and persistent viruses. Then, we studied the potential
role of the multifunctional viral protein P6 in virus-induced altera-
tions of host-plant traits and vector responses.

3.1 | Effect of CaMV infection on aphid fecundity
The severe and high-accumulating CaMV isolate JI reduced aphid

fecundity on infected Arabidopsis significantly (c.2.5 fewer nymphs
produced per adult after 5 days compared to mock-inoculated plants),
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FIGURE 4 Myzus persicae fecundity 5 days after deposit

on untransformed or transgenic 5-week-old Arabidopsis plants
expressing P6 proteins. Different letters show significant
differences between plants as tested by GLM followed by pairwise
comparisons using “emmeans” (p < .05; method: Tukey, n = 21-24).
No statistically significant differences were recorded
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while infection with the mild and low-accumulating isolate CM had
only a moderate impact on aphid fecundity, below the significance
threshold (c.1 nymph less produced per adult after 5 days compared
to mock-inoculated plants; Figure 2a). Thus, both increased symp-
tom severity and higher viral accumulation correlated with reduced
aphid fecundity. Whether symptom severity is related to CaMV ac-
cumulation is still unclear and seems to depend on the host-virus
association (Doumayrou et al., 2013). Lower fecundity and other
negative effects of plant infection on vector performance such as
reduced vector survival or delayed development are predicted for
nonpersistent viruses. These modifications may promote rapid dis-
persion of vectors and subsequently virus transmission (Mauck et al.,
2018). Indeed, mathematical models show that increasing departure
rates from hosts lead to increased vector movements between host
plants, which is beneficial for virus dissemination (Carr et al., 2020;
Shaw et al., 2017). Whether this applies for CaMV on Arabidopsis
remains to be determined because although reduced fecundity is a
proxy for aphid fitness, it does not indicate that aphids will really
leave CaMV-infected plants faster than healthy plants, as for exam-
ple documented for M. persicae on cucumber mosaic virus-infected
squash (Mauck et al., 2010). A negative effect of CaMV Jl on M. per-
sicae fecundity was already observed by Chesnais et al. (2019), albeit
on another host plant, the Brassicaceae member Camelina sativa.
This suggests that the effect on fecundity is not host plant-specific,
but rather virus isolate-specific.

3.2 | Effect of CaMV infection on aphid
feeding behaviour

M. persicae on CaMV-Jl-infected plants spent significantly less time
in the pathway phase in the leaf tissue and more time ingesting
phloem sap than aphids on healthy plants (Figure 2b). This is ex-
pected to be counterproductive for transmission of nonpersistent
viruses (Carr et al., 2020; Eigenbrode et al., 2018; Mauck et al., 2012).
In fact, typical nonpersistent viruses like potyviruses or cucumber
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FIGURE 5 Aphid feeding behaviour parameters recorded by EPG on untransformed Col-0 and transgenic P6-expressing 5-week-old
Arabidopsis. Different letters indicate significant differences between plants as tested by GLM followed by pairwise comparisons using

“emmeans” (p < .05; method: Tukey, n = 25-31)
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mosaic virus (single-stranded RNA viruses of families Potyviridae
and Bromoviridae, respectively) are acquired during short intracel-
lular stylet punctures in plant epidermis and mesophyll (Martin et al.,
1997). They are lost from the stylets when aphids stay on plants
for longer times and when the stylets reach the sieve tubes that do
not contain transmission-competent virus forms (Kloth & Kormelink,
2020; Wang & Ghabrial, 2002). The case is different for CaMV that
is acquired efficiently from both cells and phloem sap and after both
short and long acquisition periods (Bouchery et al., 1990; Markham
et al., 1987; Palacios et al., 2002). Therefore, both improved palat-
ability (characterized by few probes, rapid access to the phloem,
and long phloem ingestion) and reduced palatability (characterized
by many probes, impairment in phloem access, and reduced phloem
ingestion) of infected plants can be conducive for CaMV transmis-
sion. In fact, Chesnais et al. (2019) observed, in contrast to our re-
sults here, a significantly lower number of probes and an increased
sap ingestion of M. persicae feeding on CaMV-Jl-infected Camelina
plants. Yet transmission efficiency is high using either plant species
as a virus source (Dader et al., 2019; Verdier, 2020).

In summary, CaMV is, with regard to transmission, a special case
combining characteristics of nonpersistent and persistent trans-
mission modes. We propose that the particular acquisition mode
of CaMV optimizes transmission by lowering its dependency on
specific aphid feeding behaviours. Most noncirculative viruses (i.e.,
nonpersistent and semipersistent viruses) are transmitted by a large
number of vectors (e.g., 27 for CaMV, 89 for TuMV; Edwardson &
Christie, 2018; Kennedy et al., 1962) while circulative viruses are
generally transmitted by less than a dozen. This means that these
noncirculative viruses need to interact with multiple vectors, and it
is unlikely that they can engage in manipulations that are specific
for each vector species. Rather, they must target a common and
accessible vector feature, for example a conserved receptor in the
aphid stylets (Webster et al., 2018), to which they can bind easily
and already after short vector-plant contact. This enables most
aphids, even noncolonizers, to engage in behaviours conducive with
nonpersistent virus acquisition and inoculation (e.g., epidermis and
mesophyll probing). As a consequence, there may be little (or no) ad-
vantage and no strong selection pressure for CaMV and other non-
circulative viruses to manipulate vector feeding behaviours (Mauck
& Chesnais, 2020).

3.3 | Avrole for P6 in aphid manipulation

Aphid fecundity was unchanged on Arabidopsis plants expressing
wt P6 from JI or CM (Figure 4), although these plants displayed
dwarfing and bleaching, indicative of physiological modifications
(Figure 3b,d). Three nonexclusive explanations are possible. The first
one is that Pé alone is not involved in modifying aphid fecundity.
This would mean that other viral determinants (proteins or RNAsS),
either independently or in concert with P6, induce changes in plants
that reduce aphid fecundity. Indeed, it has been suggested that the

CaMV proteins P1-5 are mainly responsible for leaf malformation,

while P6 causes chlorosis and dwarfism (Yu et al., 2003). The second
explanation is that Pé levels in the transgenic plants were too low
to reduce aphid fecundity. Indeed, we observed that Pé levels were
considerably lower and variable in transgenic plants compared to in-
fected plants (Figure 3i,j). However, in CaMV-infected plants a major
fraction of Pé protein is located in inclusion bodies/replication fac-
tories (Schoelz & Leisner, 2017) and only a small fraction of P6 may
be available in a soluble form to fulfil its other functions (reviewed
by Pooggin & Ryabova, 2018). Finally, it is also possible that phloem
sap composition (e.g., amino acid and/or sugar concentration and
composition) was changed in infected but not in transgenic plants.
Further experiments are required to solve this issue.

Some aphid feeding behaviour parameters were significantly al-
tered on transgenic plants expressing P6 (Figure 5). Compared to
control plants, the time to first phloem ingestion was reduced on
transgenic P6-CM plants. Interestingly, no such effect was observed
on plants infected with CaMV-CM (Figure 2b). This might indicate
that other viral determinants counteracted the effect of Pé. A sec-
ond significantly changed parameter was the duration of phloem
ingestion, which was longer on P6-CM plants than on P6-JI plants.
Opposite results were obtained with infected plants, where the du-
ration of phloem ingestion was longer on Jl-infected than on mock-
inoculated plants, with the duration of CM-infected Arabidopsis
being intermediate. Again, this observation indicates that P6 con-
tributes to the modifications in phloem sap ingestion, but that other
viral determinants are involved as well.

3.4 | P6 domains involved in aphid manipulation

The comparison of the aphid feeding behaviour on transgenic
Arabidopsis expressing various P6 versions yielded evidence for
the involvement of its N-terminus in modification of plant-aphid
interactions (Figure 5). P6 from the D4 isolate, although accumulat-
ing to much higher levels in transgenic plants than Pé-JI or P6-CM
(Figure 3i), had no effect on aphid behaviour, and plants displayed a
wt phenotype (Figure 3c), as previously reported by Yu et al. (2003).
Because P6-D4’s RNA silencing suppression domains are functional
in Arabidopsis (Shivaprasad et al., 2008; Zvereva et al., 2016), we
conclude that the silencing suppression domain (probably located
in the C-terminal portion of Pé; see Figure 6 for an overview of Pé’s
functional domains) has no impact on aphid behaviour or on symp-
tom expression. P6-D4’s Vir/Avr domain, responsible for symp-
tom expression, and the mini-TAV domain, required for translation
transactivation and TOR-mediated immunity, are nonfunctional in
Arabidopsis (Yu et al., 2003; Zvereva et al., 2016), precluding any de-
finitive conclusions but leaving a possibility that corresponding do-
mains of P6-CM and Pé-JI can contribute to modification of aphid
feeding behaviour. Indeed, aphids spent more time in the pathway
phase on P6-CM-Ad23-HA plants (containing an N-terminal HA-
tag and a deletion of the Vir/Avr domain), compared to P6-CM-HA
plants, despite similar low accumulation in transgenic plants.

Compared to untransformed plants, aphids had a shorter pathway
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FIGURE 6 Functional domains of P6 and P6 mutants used in this study. Only relevant domains and interacting proteins are shown.

The N-terminal half of Pé contains three major regions: The N-terminus (amino acids 4-31) contains one of several P6/Pé self-interaction
domains required for Pé’s function as the matrix protein of virus inclusions. This region is followed by the Vir/Avr domain delimited by the
d23 region, which is involved in chlorosis induction and dwarfism. The mini-TAV domain comprises amongst others an N-terminal region
binding to ribosomal proteins eL13 and eL18, the central double-stranded RNA-binding (dsR) region that interacts with TOR kinase, and a
C-terminal region that interacts with reinitiation supporting protein (RISP) and contains also a nuclear localization signal (NLS1). The mini-
TAV region is important for antiviral autophagy, innate immunity, and polycistronic translation. One of the functions of the C-terminal half
of P6 is probably suppression of RNA silencing, in which also the N-terminal nuclear export signal (NES) and the two nuclear localization
signals (NLS1 in the mini-TAV domain and NLS2 in the C-terminal region) play a role. The dsR region is deleted in P6-JI-AdsR. In P6-JI-Eki, the
conserved Eki motif just preceding the NES is substituted by three alanines. CM-HA contains an N-terminal HA-tag as modification and CM-
Ad23-HA in addition a deletion of the d23 region. RBa, RBb, RNA-binding regions. Figure adapted from Pooggin and Ryabova (2018)

phase and longer phloem sap ingestion on P6-CM-HA but not on Pé6-
CM-Ad23-HA plants. This is in favour of a role of the Vir/Avr region
in altering aphid feeding behaviour. Neither P6-JI nor P6-JI-AdsR
plants (functional Vir/Avr domain, no TOR interaction) had a signifi-
cant effect on aphid behaviour, despite higher protein accumulation
in transgenic plants compared to P6-CM-Ad23-HA. This might in-
dicate that the effect of the Vir/Avr domain on aphid behaviour is
CaMV isolate-specific. In fact, the Vir/Avr domain is one of the most
variable domains of P6 among CaMV isolates. Notably, despite pre-
vious controversial evidence (Laird et al., 2013), the P6-CM Vir/Avr
domain was found to be crucial for virus infectivity and virulence
but not suppression of RNA silencing in Arabidopsis (Zvereva et al.,
2016). Moreover, this domain contributes to suppression of salicylic
acid-dependent autophagy and effector-triggered innate immunity
in Arabidopsis, although it was not absolutely essential for this TOR-
dependent function of P6-CM (Zvereva et al., 2016). We speculate
P6-mediated dampening of pattern- and/or effector-triggered in-
nate immunity may explain the observed changes in aphid feeding
behaviour. Indeed, aphids are known to induce innate immunity
responses in Arabidopsis and deliver effector proteins to suppress
these responses (Mugford et al., 2016; Prince et al., 2014). A role for
the P6 mini-TAV region with TOR-binding domain in modification
of aphid behaviour remains disputed. Despite its high accumulation
levels in transgenic plants, comparable to those in virus-infected
plants, P6-JI-AdsR (no TOR interaction) only slightly affected aphid
behaviour. This indicates that the TOR-binding domain is not re-
quired but other elements of the mini-TAV region preserved in the

mutant might still be important for modification of aphid behaviour.

Finally, P6-JI-Eki did not change aphid behaviour significantly, sug-
gesting that the extreme N-terminus of P6 may not be involved in
aphid interactions. However, in this case the mutant protein accu-
mulated in transgenic plants at extremely low levels, precluding any
definitive conclusion.

Taken together, this report shows that aphid responses to CaMV
infection depend on the virus isolate, and that part of the effects,

but not the entire response, relies on Pé.

4 | EXPERIMENTAL PROCEDURES

4.1 | Cloning

Cm1841-Rev, where the mutation of amino acid 94 in P2 in the
Cm1841 genome is reverted to wt, was obtained by site-directed
mutagenesis using the QuikChange Lightning Kit (Agilent) follow-
ing the manufacturer’s instructions and using the oligonucleotides
QuikReve-F (5'-GTCAGTTTTTAATACTGCAAAAAACATTTTTAAA
AGTGGGGGGGTTGATTACTCG-') and QuikReve-R (5-CGAGTAAT
CAACCCCCCCACTTTTAAAAATGTTTTTTGCAGTATTAAAAACTG
AC-3’). The two oligonucleotides contain a silent G = A mutation at
nucleotide 277 of the P2 sequence to create a Dral restriction site
for easy identification of recombinants and an A = G mutation at
nucleotide 280 of P2 to revert amino acid Ry, to wt G,,. The pCa122
plasmid containing 1.2 copies of the Cm1841 genome (Tsuge et al.,
1994) was used as a matrix. The cycling programme was 2 min at
95 °C; followed by 18 cycles of 20 s at 95 °C, 10 s at 60 °C, and 7 min
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at 69 °C; and a final extension step of 5 min at 68 °C. The plasmid
pCal22rev was verified by sequencing the mutated region.

4.2 | Virusinoculation

Initial inoculation was performed with the pCal22rev plasmid or
the pGreen-BJI plasmid (Khelifa et al., 2010) coding for the Cabb
B-JI genome. The plasmids were rub-inoculated with carborundum
into the first true leaf of turnip (Brassica napus ‘Just Right’) seed-
lings (20 pg plasmid per seedling at the 2-leaf stage). When disease
symptoms were well developed, leaves were harvested and stored
at =20 °C. The virus was passaged once by mechanical inoculation of
Arabidopsis ecotype Col-0 plants at the 4- to 8-leaf stage. For this,
frozen turnip leaves were thawed and ground in a mortar with car-
borundum in 10 mM HEPES buffer pH 8.0 at a ratio of 1 g leaf per
0.5 ml buffer, and used for rub inoculation. All further inoculations
were by aphid transmission using infected Arabidopsis plants as virus
source. Aphids were deposited on CaMV-infected plants overnight,
and then five or six viruliferous aphids were placed on 2-week-old
Arabidopsis for a few hours before being removed manually.

Plants infected with Cm1841-Rev (CM) or with Cabb B-JI (JI)
were used 3 weeks after inoculation for experiments. Growth condi-
tions were 8 hr light/16 hr dark at 22/20 °C.

4.3 | Arabidopsis mutant lines

The transgenic lines P6-CM-HA and P6-CM-Ad23-HA are described
by Zvereva et al. (2016), P6-CM1841 (as lines CM-6 and CM-8) and
P6-D4 (as D4-2) by Yu et al. (2003), and Pé-JI (as AT7) and Pé-JI-
AdsR (as AT7AdsR) by Schepetilnikov et al. (2011). The P6-JI-Eki line
is described as TAVm3 by Haas et al. (2008). Wt and mutant lines

were all in the Col-0 background.

4.4 | Aphid rearing

The M. persicae green peach aphid clone was originally isolated in
the Netherlands. Aphids were reared on Chinese cabbage (Brassica
rapa pekinensis) in a growth chamber at 20 + 1 °C, under a 16 hr
photoperiod. Only wingless forms were used in assays. For synchro-
nization, we placed adults on detached Chinese cabbage leaves that
were spread on 1% agarose in a Petri dish. The adults were removed
24 hr later and the newborn larvae used in experiments after an-

other 7 days when they had reached the adult stage.

4.5 | Aphid feeding behaviour

We used the electrical penetration graph DC-system as described
by Tjallingii (1988) to investigate the effects of plant CaMV infec-

tion on the feeding behaviour of M. persicae. Eight aphids were

connected to the Giga-8 DC-EPG amplifier and each one was
placed on the leaf of an individual A. thaliana plant. The recordings
were performed continuously for 8 hr during the photophase. Each
aphid-plant system was placed inside a Faraday cage at 21 + 1 °C.
Acquisition and analysis of the EPG waveforms were carried out
with PROBE 3.5 software (EPG Systems). Relevant aphid behav-
iour EPG parameters were calculated with EPG-Calc 6.1 software
(Giordanengo, 2014) and were based on different EPG waveforms
described by Tjallingii and Hogen Esch (1993). The following pa-
rameters were selected because they are relevant and important
for the acquisition of CaMV by aphids: the total duration of “prob-

» o«

ing time”, “pathway phase”, and “phloem sap ingestion phase” and
the time needed by the aphid to reach the phloem. For each con-
dition (healthy or infected and wt or mutant, respectively), EPGs
of 25-30 individual aphids were analysed. Aphids that produced
signals (i.e., total duration of probing time) for fewer than 5 hr were

excluded from the analysis.

4.6 | Aphid fecundity

Synchronized wingless adults (8 + 1 days old) were randomly se-
lected from the aphid pools and transferred onto Arabidopsis plants
(one aphid per plant) to study adult fecundity. The number of nymphs
produced were recorded after 5 days. Adult aphids that died before
day 5 were excluded from the analysis. Data on CaMV-infected or
mock-inoculated Arabidopsis were collected in three repetitions,
and data on Arabidopsis mutants were collected in four repetitions,
comprising altogether 21-33 aphids per condition (infected or mock-

inoculated and wt or mutant, respectively).

4.7 | Statistical analysis

We used GLMs with a likelihood ratio and the chi-square (XZ) test to
assess whether there was an effect of plant infection or Arabidopsis
mutants on M. persicae feeding behaviour. When a significant effect
was detected, a pairwise comparison using estimated marginal means
(R package “emmeans”; p value adjustment with Tukey method) at
the .05 significance level was used to test for differences between
treatments. Data on aphid feeding behaviour (probing, pathway, and
phloem sap ingestion phases) were not normally distributed; accord-
ingly we carried out a GLM using a gamma (link = “inverse”) distribu-
tion. Data on aphid feeding behaviour (t1 < E2) were modelled using
the Cox proportional hazards model and we treated cases where the
given event did not occur as censored. The assumption of validity of
proportional hazards was checked using the functions “coxph” and
“cox.zph”, respectively (R package “survival”). When a significant ef-
fect of one of the main factors was detected or when an interaction
between factors was significant, a pairwise comparison using esti-
mated marginal means (R package “emmeans”) (p value adjustment
with Tukey method) at the .05 significance level was used to test for

differences between treatments. The fit of all GLMs was controlled
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by inspecting residuals and QQ plots. All statistical analyses were
performed using R software v. 3.3.2 (www.r-project.org/).

4.8 | Western blot

Total leaf extracts were prepared as follows: Leaves were frozen in a
mortar with liquid N, and ground with a pistil to a fine powder. The
powder was transferred to a 1.5 ml reaction tube and 2x Laemmli
buffer (Laemmli, 1970) was added at a ratio of 1:1 (wt/vol). The sam-
ples were heated for 5 min at 80 °C and centrifuged for 10 min at
16,000 x g, and aliquots of the supernatants were charged on 6/12.5%
discontinuous sodium dodecyl sulphate (SDS)-polyacrylamide gels.
Proteins were transferred after SDS polacrylamide gel electrophore-
sis onto nitrocellulose membranes using the wet blotting technique
(Towbin et al., 1979). Efficiency of transfer was controlled by Ponceau
red staining. Membranes were blocked for 30 min with 5% low-fat
milk powder in Tris-buffered saline (TBS) and incubated overnight at
4 °C with primary antibodies. After three washes with TBS, mem-
branes were incubated for 3-4 hr at room temperature with second-
ary antibodies. After another three washes with TBS, protein bands
were visualized by enhanced chemiluminescence using a G-Box. The
following 1:2,000 dilutions of primary antibodies were used: anti-P2
(Blanc et al., 1993), anti-P4 (Champagne et al., 2004), and anti-P6
(Khelifa et al., 2010). Secondary antibodies were horseradish peroxi-
dase conjugates, which were used at a 1:25,000 dilution.
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Abstract

There is growing evidence that plant viruses manipulate their hosts and vectors in ways that
increase transmission. However, to date only few viral components underlying these phe-
nomena have been identified. Here we show that cauliflower mosaic virus (CaMV) protein
P2 modifies the feeding behavior of its aphid vector. P2 is necessary for CaMV transmission
because it mediates binding of virus particles to the aphid mouthparts. We compared aphid
feeding behavior on plants infected with the wild-type CaMV strain Cabb B-JI or with a dele-
tion mutant strain, Cabb B-JIAP2, which does not produce P2. Only aphids probing Cabb
B-Jl infected plants doubled the number of test punctures during the first contact with the
plant, indicating a role of P2. Membrane feeding assays with purified P2 and virus particles
confirmed that these viral products alone are sufficient to cause the changes in aphid prob-
ing. The behavior modifications were not observed on plants infected with a CaMV mutant
expressing P2Rev5, unable to bind to the mouthparts. These results are in favor of a virus
manipulation, where attachment of P2 to a specific region in the aphid stylets—the acrostyle—
exercises a direct effect on vector behavior at a crucial moment, the first vector contact with
the infected plant, which is essential for virus acquisition.

Author summary

Some pathogens including plant viruses manipulate vectors to optimize transmission. The
manipulations can be indirect meaning that pathogens alter host traits such as color or
odor that attract or deter vectors. Other modifications are direct, i.e. uptake of virus com-
pounds changes vector behaviors. Direct effects have been reported for viruses that are
internalized by their vectors and interact strongly with the vector from within, for exam-
ple with the nervous system. Here we show that contact of a virus protein with the vector’s
exterior mouthparts suffices to induce a direct effect: binding of the non-structural
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cauliflower mosaic virus protein P2 to aphid stylets during test punctures modifies prob-
ing activity instantly, thereby facilitating virus transmission. The fact that here no intimate
virus-vector interactions are required for vector manipulation and transmission, could
explain the broad vector range of CaMV and other non-circulative viruses.

Introduction

Plant viruses are economically important pathogens and most of them require a vector for
transmission [1]. Insects are the most common vectors and, among these, Hemiptera such as
aphids, whiteflies, plant- and leathoppers account for the transmission of the majority of the
vector-borne viruses [2,3]. This is likely due to their particular mouthparts, the stylets. The sty-
lets’ morphology is adapted to piercing-sucking feeding behavior and allows aphids and other
hemipterans to acquire and inoculate viruses into plant tissues with great precision and with-
out inflicting major damage.

A growing corpus of theoretical modelling and empirical research shows that viruses and
other parasites modify hosts and vectors to optimize their transmission [4-7]. These modifica-
tions may be referred to as parasitic manipulation when two conditions are met. First, the phe-
notypic changes in the host or vector enhance the fitness of the pathogen and second, they are
under the genetic control of the pathogen [8]. Evidence for the first criterion has been cumu-
lated by numerous studies for plant viruses [9,10]. In contrast, the viral factors responsible for
changes in vector fitness are often unknown [11]. Plant viruses alter host plant phenotype that
in turn influences vector attraction and feeding behavior, and consequently virus acquisition
[12-14]. Some viral genes have been implicated in these indirect plant-mediated alterations of
vector traits [15-17].

Viruses can-after acquisition by vectors—also alter vector behavior directly. This has been
studied in particular for plant viruses relying on the circulative transmission mode. Such
viruses traverse the intestine, cycle through the hemocoel and accumulate in the salivary
glands, before inoculation as a saliva component into new plant hosts. During their passage,
they can interact with various host organs, for example the brain, the salivary glands or
antenna and modify vector behavior in ways that are conducive to virus transmission [18-20].
Similar manipulations have also been described for other pathogens that replicate in their vec-
tors [21]. To the best of our knowledge, there is no evidence that non-circulative viruses, i.e.
viruses that bind to vector mouthparts for their passage to a new host, can change vector
behavior directly, whereas plant-mediated effects are well-documented [22]. One report
detected altered feeding behavior on healthy test plants of whiteflies viruliferous with a non-
circulative crinivirus, but since the insects were raised for two generations on infected plants
before the experiments, plant-mediated effects cannot be excluded [23].

Cauliflower mosaic virus (genus Caulimovirus) is transmitted by aphids using the non-cir-
culative mode. CaMV virions are retained in the aphid mouthparts (stylets) by attaching to
cuticular proteins (stylins) located at the stylet tip in a zone called the acrostyle [24-26]. Tran-
sient adherence of virions occurs via a helper component, the viral protein P2 [27,28]. P2
forms a protein bridge between the stylets and the virions, most likely by binding with its N-
terminus to stylins and with its C-terminus to the virion, more precisely to the capsid-associ-
ated viral protein P3 (P3:virions) [29-31]. Aphids can acquire the helper component P2 and
P3:virions simultaneously or sequentially, i.e. either preformed P2:P3:virions complexes or
first P2 and in a second step P3:virions [32].
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Aphids landing on a new plant will explore the plant’s suitability with test punctures. For
this, they insert the stylets in epidermis and mesophyll cells, salivate briefly into the cytoplasm
and ingest actively some of the cellular contents. If the plant is susceptible, the stylets advance
deeper into the tissue, doing more test punctures until they are inserted into the sieve tubes.
Here the feeding behavior changes: after an active salivation phase, the aphids ingest phloem
sap passively and continuously, their principal food source. Because P2 locates exclusively in
infected cells, it can be acquired only during intracellular test punctures, whereas P3:virions
can be acquired during test punctures and during phloem sap ingestion [33].

Our previous work showed that CaMV infection of the model plant Arabidopsis thaliana
caused Myzus persicae aphids to feed longer from the phloem, which might enhance the acqui-
sition of P3:virion complexes from the phloem sap. We demonstrated that the P6-TAV protein
of CaMV contributes majorly to this altered feeding behavior [34]. P6-TAYV is a multifunc-
tional protein responsible for most CaMV symptoms and modifications of the physiology of
the host [35,36]. Therefore, it is most likely that it exercises an indirect host-mediated effect on
the behavior of the aphid vector. We were interested to investigate whether a non-circulative
virus like CaMV could also encode factors having a direct effect on the vector. We chose P2 to
test for this hypothesis, because it contains the interaction domain for binding to the aphid sty-
lets, making it an excellent candidate.

Results

Aphid feeding behavior is different on plants infected with wild type CaMV
expressing P2

To test for a possible effect of P2 on aphids, we chose to compare the behavior of aphids on tur-
nip plants infected with wild type CaMV isolate Cabb B-JI (JI) or with the CaMV P2 deletion
mutant Cabb B-JIAP2 (JIAP2). We first verified that the deletion did not affect the infectivity
of the virus. No difference in symptoms was observed between plants infected with JI or JIAP2.
All plants displayed characteristic leaf bleaching that initially affected only the veins (mosaics)
and that covered later in infection the entire leaf (Fig 1A). Fully infected plants showed, in
addition, leaf curling and retarded plant growth. The first symptoms appeared 6 days after
mechanical inoculation of plants with the viruses and a day later all plants were symptomatic
(S1 Fig). Then, we studied the accumulation of the CaMV proteins P2, capsid protein P4 and
P6-TAV by western blot in infected turnips (Fig 1B). As expected, P2 was detected in plants
infected with JI, but not in plants infected with JIAP2. Accumulation of P4 and P6-TAV was
similar in JT and JIAP2-infected turnips. Taken together, the deletion of the P2 coding
sequence had no impact on the timing and severity of symptoms, and it did not affect CaMV
replication as judged by the accumulation of P4 and P6-TAV. Thus, the experimental setup
was suited to compare aphid behavior on infected plants expressing P2 vs. those that did not.
We placed aphids on mock-inoculated, JI and JIAP2-infected plants and used EPG to evalu-
ate the effect of the infection, and more specifically that of the presence of P2, on acquisition
feeding behavior (Fig 1C and D). Aphids spent significantly more time ingesting phloem sap
on plants infected with JI than on healthy plants (Fig 1C), consistent with our earlier report
[34]. Deleting P2 from the viral genome had no effect on phloem sap ingestion. When analyz-
ing the occurrence of events, the total numbers of stylet penetrations, pathway phases and
intracellular test punctures were significantly lower on infected plants than on mock-inocu-
lated ones, with no difference between JI and JIAP2. However, we observed P2-specific alter-
ations for the number of intracellular punctures during the first probe, which was twice as
high on JI-infected plants than on JIAP2-infected ones or mock-inoculated ones. Another
feeding parameter, the number of phloem sap ingestion phases, was significantly lower on JI-
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Fig 1. Feeding behavior of Myzus persicae on mock-inoculated, JI- or JIAP2-infected turnip plants. (a) Symptoms on turnip leaves at 14 dpi. From left to
right, mock-inoculated, JI-infected, JIAP2-infected leaf. (b) Western blot analysis of the accumulation of P2 (18 kDa), P4 (37, 44 kDa) and P6-TAV (62 kDa) in
JI- or JIAP2-infected turnip plants at 14 dpi. Each lane corresponds to a total protein extract from a different plant. The large RuBisCO subunit is stained by
Ponceau S and serves as a loading control. Mock is extract from a mock-inoculated healthy leaf. (c-d) The behavior of individual aphids was recorded by
electrical penetration graph (EPG) for 8 h on turnip leaves infected or not with the indicated virus (N = 21-24). Selected EPG parameters are presented sorted
according to (c) duration or (d) occurrence. The histogram bars display means and standard errors. Different letters indicate significant differences between
plant infection status as tested by GLM (generalized linear model) followed by pairwise comparisons using “emmeans” (p < 0.05 method: Tukey). Statistical
analysis of the duration of events indicated significant differences for the duration of phloem sap ingestion on infected vs healthy plants (GLM, Df = 2, 3> =
7.776, p = 0.020) but no differences for the total duration of stylet penetration (GLM, Df = 2, % = 3.868, p = 0.145), the total duration of pathway phase (GLM,
Df =2, %* = 4.037, p = 0.133) and the time to first sap ingestion from phloem (Cox, Df = 2, x* = 0.373 p = 0.185). Statistical analysis of the occurrence of events
revealed significant differences for the numbers of stylet penetrations, pathway phases and intracellular test punctures on infected (JI and JIAP2) vs mock-
inoculated plants (GLM, Df = 2, %* = 10.756; * = 24.948; x* = 37.13, p < 0.001, respectively), and a significant difference for the number of intracellular test
punctures during the first stylet penetration on JI-infected plants vs JIAP2-infected and mock-inoculated plants (0-inflated model, Df = 2, %> = 35.958,

p < 0.001).

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1011161.g001

infected plants than on mock-inoculated turnips, their number on JIAP2-infected leaves was
intermediate (GLM, Df = 2, %> = 6.968, p = 0.031). This indicated a possible, but only partial
contribution of P2 to this behavior modification. Taken together, infection with JI and JIAP2
significantly increased the duration of phloem sap ingestion. Only wild type infection (i.e.
presence of P2) doubled the number of intracellular punctures in mesophyll and epidermis
during the first stylet insertion, indicating that P2 was associated with this.

Post-acquisition effect of P2-expressing wild type CaMV on aphid
inoculation behavior

The previous experiment indicated modified aphid feeding behavior on infected plants, i.e.
during virus acquisition feeding. We wanted to know whether virus infection and P2 also
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Fig 2. Feeding behavior during inoculation access period (IAP) of Myzus persicae on healthy plants after 1 h acquisition feeding on mock-inoculated, JI-
infected or JIAP2-infected plants (N = 22-26). (a) presents the duration and (b) the occurrence of behavior phases. The histogram bars show means and
standard errors. Differing letters indicate significant differences between plant infection status as tested by GLM (generalized linear model) followed by
pairwise comparisons using “emmeans” (p < 0.05 method: Tukey). No significant differences were found for the duration of behavior phases (GLM and Cox
models, p > 0.05). For the occurrence of events, significant differences were detected for the number of intracellular test punctures of aphids originating from
infected (JI and JIAP2) vs mock-inoculated plants (GLM, Df = 2, x* = 12.629, p < 0.001), for the number of intracellular punctures during first penetration
(0-inflated, Df = 2, x* = 39.740, p < 0.001) and for the number of stylet penetrations before the first phloem sap ingestion for aphids transferred from JI-
infected plants vs those transferred from mock-inoculated plants (GLM, Df = 2, xz =11.353, p < 0.001). (c) Correlation between the number of intracellular
test punctures during IAP on healthy plants and the total duration of pathway phase during acquisition access period (AAP) on mock-inoculated (green), JI-
infected (dark blue) or JIAP2-infected (light blue) plants. The coefficients of correlation are r = 0.62, r = 0.61 and r = 0.69 for mock-inoculated, JI-infected and
JIAP2-infected plants, respectively.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1011161.9002

modifies feeding behavior post-acquisition, i.e. during the inoculation access period. Aphids
were allowed a 1 h acquisition access period (AAP) (under EPG control) on mock-inoculated
or infected plants and then transferred to healthy test plants for virus inoculation. The feeding
behavior was recorded for another 4 h to assess the impact of viruliferous status on aphid
behavior. The total duration of all feeding phases was similar for all conditions (Fig 2A). How-
ever, we detected differences in the occurrence of three probing parameters (Fig 2B). The total
number of test punctures was significantly higher for aphids transferred from infected plants
to healthy plants, compared to those originating from mock-inoculated ones. The number of
intracellular punctures during the first stylet penetration was significantly lower for aphids
transferred from infected plants compared to those transferred from healthy plants. This was
due to infection and not to P2 because there was no difference between JI and JIAP2 infections.
The number of stylet penetrations before the first phloem sap ingestion was elevated for Myzus
persicae having acquired from JI-infected plants compared to those coming from healthy
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plants. Aphids having fed previously on JIAP2-infected plants required an intermediate num-
ber of penetrations until first phloem ingestion. Thus, there may be a tendency for P2 to
increase probing events.

To better define a potential role of P2 on the aphid probing behavior, we performed a corre-
lation analysis of the behavior of aphids during the 1 h AAP and the 4 h inoculation access
periods (IAP) (Fig 2C). The number of intracellular punctures during IAP on healthy plants
correlated strongly with the total duration of the pathway phase during AAP on infected plants
(Pearson’s correlation; t = 7.988, Df = 90, p < 0.001). Interestingly, the number of intracellular
punctures per minute of the pathway phase was similar for aphids coming from healthy plants
and JIAP2-infected plants, while this number was higher for aphids originating from JI-
infected plants (LM, x> = 755.500, Df = 2, p = 0.048). This again is in favor of a role of P2 in
modifying aphid probing behavior.

Feeding on purified P2 and virus particles modifies aphid probing behavior

Our results indicated that P2 altered aphid probing behavior on infected plants. This effect could
be direct (P2 protein itself changes aphid behavior), indirect via P2-mediated changes in the host
plant, or a combination of both. To test for a direct effect of P2, we allowed aphids to acquire
recombinant P2 and purified P3:virions (the components of the CaMV transmissible complex) by
membrane feeding on artificial medium. Then they were placed on healthy test plants and their
feeding behavior was recorded by EPG (Fig 3). This approach eliminated all plant and virus fac-
tors that might modify aphid behavior by indirect action of P2. No significant differences for
duration of feeding events were observed (GLM, p > 0.05) (S3 Fig). When analyzing the occur-
rence of events, we found that the number of phloem sap ingestions was not changed by acquisi-
tion of P2 (S3 Table). In contrast, the occurrence of several other behavior forms was different.
Membrane acquisition of HP2 plus P3:virions increased significantly the total number of stylet
penetrations, the number of brief stylet penetrations (< 3 min) (GLM, Df =4, x> = 19.636,

p < 0.001, S3 Table), and the number of stylet penetrations before the first phloem sap ingestion.
Further, HP2 plus P3:virions augmented the number of intracellular test punctures and the num-
ber of intercellular pathway phases significantly. In general, the effect of HP2 plus P3:virions on
aphid behavior was stronger than that of HP2 alone. An exception was the number of test punc-
tures during the first stylet penetration that was significantly enhanced only for HP2.

Aphids feeding on plants infected with a CaMV mutant that expresses a P2
deficient in stylet binding show mostly normal probing behavior

Our results from the feeding experiment with artificial medium suggest a direct effect of P2 on
aphid behavior. At this point, we consider two non-mutually exclusive hypotheses. P2 could
modify behavior by binding to the stylets or by interacting with vector factors in the more pos-
terior parts of the digestive tract. To test the first hypothesis, we used the mutant protein
P2Rev5, which contains a single Q=Y mutation at amino acid position 6, which abolishes P2
interaction with the stylets, but maintains all other properties of P2 [37]. Since the original
P2Rev5 mutation was characterized in the CaMV CabbS$ background, we introduced the
mutation into the JI genome and obtained the CaMV mutant JI-P2Rev5. Turnip plants
infected with JI-P2Rev5 displayed symptoms identical to the wild type-infected plants (Fig
4A). Accumulation of the capsid protein P4 and P6-TAV was identical in JI and JI-P2Rev5-in-
fected plants (Fig 4B). However, P2 accumulation was somewhat lower in JI-P2Rev5-infected
plants than in wild type-infected plants (Fig 4B).

Infection with JI-P2Rev5 being similar to wild type virus infection, we assessed aphid
behavior on JI-P2Rev5-infected turnip plants. Like in the previous experiment (Fig 1), no
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Fig 3. Feeding behavior of Myzus persicae on healthy plants after acquisition of P2 and P3:virions in artificial medium. The
histogram bars display means and standard errors. Before recording aphid feeding behavior on healthy plants, aphids were allowed to
feed under electrical penetration graph (EPG) control for 1 h on different artificial media: 15% sucrose in water (light grey); 15%
sucrose in DB5 buffer (orange) or 15% sucrose (final) in DB5 buffer supplemented with P3 and purified virus particles (P3:virions,
dark grey); his-tagged P2 (HP2, yellow); or HP2 and P3:virions (blue). Purity of the viral components used for aphid feeding assays
on artificial medium is shown in S2 Fig. Only aphids having inserted their stylets for at least 5 min in the artificial media were used
for the experiments (N = 21-26). Letters indicate significant differences between artificial media as tested by GLM (generalized linear
model) followed by pairwise comparisons using “emmeans” (p < 0.05 method: Tukey). Analysis of behavior occurrences indicated a
significant effect of HP2+P3:virions on the total number of stylet penetrations (GLM, Df = 4, xz =23.228, p < 0.001), the number of
stylet penetrations before the first phloem phase (GLM, Df = 4, x* = 20.090, p < 0.001), the number of intracellular test punctures
(GLM, Df = 4, xz =72.429; p < 0.001) and the number of pathway phases (GLM, Df = 4, xz =21.336, p < 0.001). HP2 alone had a
significant effect on the number of intracellular test punctures during the first stylet penetration (0-inflated model, Df = 4, x> =
72.430, p < 0.001).

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1011161.9g003

virus effect on the duration of probing events was found (see S4 Fig), so only those related to
occurrence are shown here. Aphids on JI-infected plants performed more than twice as many
intracellular punctures during the first stylet penetration than on JI-P2Rev5-infected or
healthy plants (GLM, 0-inflated model, Df = 2, %> = 77.32, p < 0.001), which is the same result
as obtained with JIAP2 (Fig 1).

The number of aphid stylet penetrations and pathway phases was lower on JI-infected
plants than on JI-P2Rev5-infected or healthy plants. This was similar as in Fig 1, but whereas
there the differences were statistically significant they were here marginally insignificant
(GLM, Df =2, 42 = 1.146, x2 = 5.452, p = 0.059 and 0.065, respectively). The number of pene-
trations before the first phloem feeding was significantly reduced for JI, but not for JI-P2Rev5,
compared to mock-inoculated plants (GLM, Df = 2, %2 = 13.709, p = 0.001). Except for the
total number of intracellular punctures which was slightly (~10%) but significantly elevated
for JI-P2Rev5, compared to JI and healthy plants, aphid probing behavior was very similar on
JI-P2Rev5-infected and mock-inoculated plants. To sum up, the aphid behavior modifications
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Fig 4. Probing behavior of aphids on turnips infected with non-transmissible JI-P2Rev5. (a) Mock-inoculated, JI- and JI-P2Rev5-infected turnip leaves at
14 dpi. (b) Western blot analysis of the accumulation of P2 (18 kDa), P4 (37, 44 kDa) and P6-TAV (62 kDa) in JI- or JI-P2Rev5-infected turnip plants at 14 dpi.
Total leaf extracts from 5 infected plants per condition were analyzed. Ponceau S staining of the large RuBisCO subunit is shown as a loading control. Mock,
extract from mock-inoculated leaf. (c) Feeding behavior of Myzus persicae on mock-inoculated, JI- or JI-P2Rev5-infected turnip plants at 14 dpi. The histogram
bars present means and standard errors. The behavior of individual aphids was recorded by electrical penetration graph (EPG) for 4 h (N = 26-28). Different
letters indicate significant differences between plant infection status as tested by GLM (generalized linear model), followed by pairwise comparisons using
“emmeans” (p < 0.05 method: Tukey). The number of intracellular punctures during the first penetration is significantly higher for JI-infected vs mock- and
JI-P2Rev5-infected plants (0-inflated model, Df = 2, x* = 77.32, p < 0.001). The number of penetrations before first sap ingestion is significantly lower for J1I-
infected compared to mock-inoculated plants (GLM, Df = 2, > = 13.709, p = 0.001). The total number of intracellular punctures is similar for aphids on JI-
infected and mock-inoculated turnips, but elevated for JI-P2Rev5-infected plants (GLM, Df = 2, 3 = 23.692, p < 0.001). Statistical analysis revealed no
differences for the number of stylet penetrations and pathway phases (GLM, Df = 2, %* = 1.146, 3* = 5.452, p = 0.059 and 0.065, respectively).

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1011161.9004

observed for JI were not found for P2Rev5, in particular the twofold increase in the number of
intracellular punctures during the first penetration. The observed behavioral changes indicate
that the acrostyle-binding capacity of P2 is important for this. This is supported by the fact
that a CaMV isolate harboring the P2Rev5 mutation is not transmissible [37] and that recom-
binant GFP-tagged P2Rev5 does not bind to dissected stylets in in vitro interaction assays [24].
We set up membrane feeding assays using baculovirus-expressed P2Rev5 to confirm these

observations. Unfortunately, the results were not conclusive, probably because we could use

for this experiment only crude P2 extracts containing many contaminating proteins and other
compounds (S5 Fig; S5 Table).

PLOS Pathogens | https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1011161

February 6, 2023

8/20


https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1011161.g004
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1011161

PLOS PATHOGENS

Attachment of a virus protein to the aphid mouthparts alters feeding behavior

Discussion

CaMV infection alters the overall aphid feeding behavior, while the P2
helper component modulates exclusively aphid probing behavior

Analysis of feeding behavior on infected plants showed significant modification of three feed-
ing activities that are directly related with CaMV acquisition (Fig 1). One, the duration of
phloem ingestion increased, two, the total number of test punctures during the entire eight
hour observation period decreased, while, three, their number during the first stylet penetra-
tion doubled.

Prolonged phloem ingestion might be advantageous for CaMV transmission because the
phloem sap contains virus particles and uptake of CaMV from the phloem has been reported
before [33]. Prolonged phloem ingestion was observed previously with the same CaMV isolate
on two other hosts, Arabidopsis thaliana and Camelina sativa [34]. This could therefore high-
light potential adaptive virus effects. The second observation, reduction of intracellular test
punctures over the entire observation period, might be considered counterproductive to acqui-
sition because it should decrease chances to acquire P2, which is absent from the sieve tubes.
However, the work by Palacios and coworkers showed that combined uptake of CaMV from
tissue and phloem sap might even be more efficient than uptake from epidermis and meso-
phyll cells alone. Thus, potential negative effects of decreased intracellular test punctures seem
to be outweighed by earlier and longer phloem ingestion. This differentiates CaMV from typi-
cal non-circulative viruses that are acquired during test punctures in the tissue and lost rapidly
when vectors reach the phloem (see for example [38]). These two parameters, phloem inges-
tion and total number of test punctures, were altered similarly for aphids feeding on plants
infected with JI and with JIAP2. This demonstrates that P2 plays no role in this and that other
viral factors are involved. A candidate is P6-TAV, which contributes to the modification of
aphid feeding behavior although it alone is not sufficient to induce all behavior changes [34].

The third parameter, the number of test punctures during the first stylet penetration, was
doubled on plants infected by JI, but not on healthy plants or those infected by JIAP2. As
removing the coding sequence of P2 from the CaMV genome did not affect other parameters
of the infection (Fig 1), we suggest that the increase in test punctures during the first penetra-
tion may be caused exclusively by P2. Test punctures are mandatory for acquisition of P2
(which is found only in epidermis and mesophyll cells [33]) and their increase during the first
stylet penetration might speed up P2 acquisition and consequently the acquisition of P3:viri-
ons. Virus acquisition during the first stylet penetration is also favorable for virus transmission
by non-host aphids that reject incompatible plants after the first test punctures and leave them
[39,40]. Carmo-Sousa et al. [41] reported similar results for the non-circulative cucumber
mosaic virus (CMV). They observed that aphids exhibited during the first 15 minutes-but not
later—twice as many test punctures on CMV-infected plants than on mock-inoculated plants.
Therefore, this change in aphid behavior during its first contact with the infected plant may be
very important for the acquisition of viruses transmitted in a non-circulative manner like
CaMV and CMV. An interesting point is that the behavior change is in both cases immediate
since it is observed from the very first test punctures onwards. This suggests that the ‘active
compound’ does not need to traverse the digestive tract to induce behavior modification.

We also studied aphid inoculation behavior. We found no differences in phloem feeding
behavior of M. persicae on healthy test plants, no matter whether the aphids had fed before on
mock-inoculated, JI-infected or JIAP2-infected plants. This is expected because the phloem
feeding behavior is essentially influenced by plant quality and phloem sap composition [42],
and this is similar for all healthy inoculation plants. However, some relevant probing parame-
ters were modified. First, the total number of test punctures was higher for aphids coming
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from infected plants compared to those from mock-inoculated ones. There was no difference
between JI and JIAP2, indicating that not P2 but other viral or plant factors increased the num-
ber of test punctures. Second, the number of stylet penetrations before the first phloem sap
ingestion was higher when aphids had previously fed on JI-infected plants compared to mock-
inoculated plants, whereas this number was intermediate after acquisition feeding JIAP2-in-
fected plants. P2 might therefore be partially involved in the modification of this parameter.
Furthermore, the correlation between the number of intracellular punctures on healthy inocu-
lation plants and the duration of the pathway phase on infected JI but not JIAP2 acquisition
plants (Fig 2C) suggests that P2 (i.e. JI-infected turnips) alters subsequent aphid probing
behavior. The increased number of probes and intracellular punctures on a healthy plant by
CaMV-carrying aphids might increase the chances for successful inoculation and be beneficial
for transmission.

Evidence for a direct effect of P2 on aphid behavior

P2 might directly or indirectly change aphid probing behavior. Our membrane feeding assays
present evidence for a direct effect of P2. Aphids having acquired different combinations of
purified P2 or P3:virions through feeding on the artificial medium (thus excluding any inter-
ference from other plant or virus factors), showed altered subsequent probing behavior, com-
pared to aphids that had access to artificial medium without viral compounds (Fig 3).
Compared to inoculation feeding on healthy test plants after CaMV acquisition from infected
plants (Fig 2), inoculation feeding after membrane feeding changed more behavioral parame-
ters. We propose that this is due to the unphysiological conditions of the artificial feeding
medium (high salt content, presence of detergent), necessary to maintain P2 active [43].
Therefore, although the membrane feeding experiments do show a direct effect of P2 on
aphids, interpretation of the altered behaviors is difficult.

Hypotheses on the mode of action of P2

How could P2 change aphid probing behavior? P2 binds to a specific region in the stylets, the
acrostyle in the common canal in the stylet tips [24,25,44]. The acrostyle at the tip of the maxil-
lary stylets is very restricted in size (~0.2 um x 5 pm) and located in a stylet region whose diam-
eter does not exceed ~0.5 um [25]. Binding of P2 and especially of P3:virions (about 35-60 nm
in diameter [45,46]) might cause steric hindrance and impede the flows in the common chan-
nel during the active ingestion phases (i.e. intracellular test punctures [47]). The changed prob-
ing behavior might be an effort of the aphid to compensate for this. In favor of this hypothesis
is that membrane acquisition of P2 plus P3:virions had globally a stronger effect on aphid
probing behavior than P2 alone. Furthermore, P2 is known to form long paracrystalline fila-
ments that even alone could induce some alteration of the flux in the common canal [43,48].
We observed no effect of P2 on phloem ingestion. An explanation is that this feeding behavior
is passive and driven by the high hydrostatic pressure of the phloem sap, which might out-
weigh steric hindrance effects [49]. An alternative, but not mutually exclusive hypothesis is
that binding of P2 or transmissible complexes to the acrostyle affects stylet proteins. The acros-
tyle is covered with cuticular proteins entangled with the chitin fibers of the stylets [50]. Two of
these proteins (called stylins) have been identified and at least one of them-Stylin-1 —can inter-
act with P2 [26]. The binding of P2 to stylins might interfere with their natural function, which
is yet unknown. The lack of nerve cells in the maxillary stylets harboring the acrostyle makes it
implausible that stylins are signaling receptors and that P2 binding is perceived as a signal [51].
Instead, P2 might displace or compete with attachment of natural stylin ligands—for example
saliva effectors [52]-thus making foraging for the aphid more difficult and resulting in an
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increased number of test punctures [53,54]. It is interesting to note that the binding of P2 to the
acrostyle and the concomitant changes in aphid behavior is evidence that the acrostyle is needed
for proper probing activity. P2 might also exercise an effect by binding further down in the
digestive tract. However, we believe this is unlikely because aphids on plants infected with the
JI-P2Rev5 mutant, which abolishes interaction with the acrostyle, displayed similar behavior as
those on mock-inoculated or JIAP2-infected plants. In particular, they did not show the twofold
increase in intracellular punctures during the first stylet penetration (compare Figs 1D and 4C).
Taken together, aphid behavior on JIAP2- and JI-P2Rev5-infected plants seems to show that the
interaction of P2 with the acrostyle stylin increases frequency of some characteristic aphid prob-
ing behaviors facilitating an efficient virus acquisition.

Concluding remarks

To our knowledge, a direct and immediate effect on vector behavior of a protein from a virus
or other pathogen by simple binding to the latter’s mouthparts has not been reported before.
The protozoan parasite Leishmania infects the gut of its sand fly vector and secretes a gelling
protein that together with promastigotes obstructs and damages the mouthparts and gut, incit-
ing the sand fly to increase biting frequency on mammal hosts and with it transmission [55]. A
similar ‘plugging’ phenomenon is observed for transmission of the bacterium Yersinia pestis
by flea vectors [56]. However, there are significant differences to CaMV. First, Leishmania and
Yersinia infect their vectors and establish rather intimate relationships with them, contrary to
non-circulative CaMV. Second, the Leishmania and Yersinia gelling proteins are produced on-
site in the intestine, whereas P2 production takes place exclusively in the plant host and seems
to affect vector behavior only during and shortly after the vector-host encounter. Thus, the
‘site of assault’ on the vector is distinctly different in the CaMV pathosystem. It would be inter-
esting to explore whether other plant and animal viruses and other pathogens modify vectors
directly through host-expressed pathogen factors, as this could be a means to broaden vector
specificity since the intimate interactions to prepare subsequent transmission (in this case allo-
cation of P2) take place in the host and not in the vector (as for circulative viruses). This type
of manipulation would appear particularly relevant for non-circulative viruses such as CaMV
that are transmitted generally by numerous aphid vector species (at least 27 for CaMV, [57]).
This could impact transmission biology and related fields.

Materials and methods
Plant growth and virus inoculation

Turnip seeds (Brassica rapa L. var. “Just Right”) were provided by Takii Europe B.V. (de Kwa-
kel, Netherlands), sown in TS 3 fine substrate (Klasmann-Deilmann, Geeste, Germany) in pots
(70 mm x 70 mm x 65 mm) and cultivated at 8 h light / 16 h dark photoperiod at 20 + 1°C.
Plants were inoculated at the first true leaf stage (9-day-old) and then grown under 14/10 h
light/dark cycle at 20 + 1°C. Plants were used for experimentation 14 + 2 days post-inoculation
(dpi), when they showed clear symptoms. Initial mechanical inoculation was performed with
infectious plasmids. Subsequent inoculations were mechanical and used plant extracts pre-
pared from infected turnips. For this, 1 g of infected leaves (21 dpi) were ground with 1 ml 10
mM HEPES pH 7.2 and carborundum and rub-inoculated on 9-day-old turnip seedlings.

Infectious plasmids

Infectious plasmids for initial inoculation of turnip plantlets were pGreen-35S-B-JI [58] and
pGreen-35S-B-JI-AP2 [59] that encode the CaMV Cabb B-JI wild type sequence [60], called ]I
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in the text, and a mutant virus sequence where the P2 sequence is deleted and replaced by an
Apal restriction site (referred to as JIAP2 in the text), respectively, both under control of the
35S promoter. For construction of pGreen-35S-B-JI-P2Rev5, containing a Q=R mutation of
amino acid 6 of P2 [37] the P2 sequence of JI was PCR-amplified with Q5 polymerase (NEB,
Evry, France) with primers 5-AGAGGGCCCATGAGCATTACGGGTTACCCGCATG-3’
and 5-TTAGGGCCCTTAGCCAATAATATTCTTTAATCC-3’ containing the P2Rev5 muta-
tion (in bold) and 5" and 3’ Apal restriction sites (underlined). The amplicon was gel-purified
(Machery-Nagel, Hoerdt, France) digested with Apal (NEB) and ligated with T2 ligase (Pro-
mega, Charbonniéres-les-Bains, France) into pGreen-35S-B-JI-AP2 cut with the same restric-
tion enzyme and gel-purified. Escherichia coli XL10-Gold were transformed with the ligation
product, recombinant colonies identified by colony PCR, and the P2 sequence verified by
Sanger sequencing.

Aphid rearing
The Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) clone was originally isolated in the Neth-

erlands. Aphids were reared on Chinese cabbage (Brassica rapa L. pekinensis var. “Granaat”)
in a growth chamber at 20 + 1°C and a 14/10 h light/dark photoperiod.

Aphid feeding behavior

The electrical penetration graph DC-system (EPG) was used as described by [61] to investigate
the effects of CaMV infection on the feeding behavior of M. persicae. To integrate one aphid
and one plant into an electrical circuit, a thin gold wire electrode (12.5 pm diameter and 2 cm
long) was attached with water-based silver glue to the dorsum of an adult apterous aphid that
had been immobilized on a 10 pl pipette tip by applying a slight negative air pressure with a
vacuum pump. Eight aphids were connected to the Giga-8 DC-EPG amplifier (EPG Systems,
Wageningen, Netherlands) and each one was placed directly on the adaxial leaf surface of an
individual turnip plant. A second copper rod electrode was inserted into the soil of each potted
plant to close the electrical circuit. For the EPG experiments “Acquisition feeding experiment”
and “JI-P2Rev5 experiment”, the recordings were performed continuously for 8 hand 4 h
respectively, during the photophase inside a Faraday cage at 21 + 1°C. In the second EPG
experiment (“Inoculation feeding experiment”), aphids’ probing and feeding behaviors were
recorded two times. First, aphids were allowed a 1 h acquisition access period on a test plant
(either mock-inoculated, JI-infected or JIAP2-infected). Then the aphid (still attached to the
gold wire) was moved to a healthy plant for a 4 h inoculation access period. In the third EPG
experiment (“Artificial medium experiment”), aphids were first allowed to feed on an artificial
medium during a 1 h acquisition access period and then moved onto a healthy plant fora4 h
inoculation access period. For this setup, the second electrode (copper wire) was inserted in

20 yl medium contained in a sachet formed by two Parafilm membranes spanned over a plastic
ring. The feeding medium consisted of 15% sucrose in water or 15% sucrose in DB5 buffer, to
which virus components were added as indicated. Acquisition and analysis of the EPG wave-
forms were carried out with PROBE 3.5 software (EPG Systems). Relevant aphid behavior
EPG parameters were calculated with EPG-Calc 6.1 software [62] and were based on the differ-
ent EPG waveforms described by Tjallingii and Hogen Esch [47]. Aphids that produced signals
(i.e. total duration of stylet penetration) for less than 5 h out of 8 h in the first EPG experiment
(or 2.5 h out of the 4 h recordings in the second, third and fourth EPG experiments) were
excluded from the analysis. This criterion was set at 30 min for the AAP duration on plants
whereas for aphids on artificial medium, the threshold was 5 min. For an example of an EPG
waveform for aphids on a plant or artificial medium, see S6 and S7 Figs.
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Statistical analysis

The proportion of plants expressing symptoms was analyzed using a Pearson’s chi-squared
test with Yates’s correction (p < 0.05). Data on the number of days until the appearance of
symptoms on infected turnip plants was not normally distributed. Therefore, we used a non-
parametric Wilcoxon rank-sum test (p < 0.05).

We used Generalized Linear Model (GLM) with the likelihood ratio and the chi-squared
(%°) test to determine a statistically significant difference for EPG data. As feeding duration
parameters were not normally distributed we used GLM using a gamma (link = “inverse”) dis-
tribution. Because of the large number of 0’s for the “Intracellular punctures during the first
penetration” parameter, we used the “zeroinfl” function based on a zero-inflated Poisson
model (R package: “pscl”). Parameter “time to first sap ingestion” was modelled using the Cox
proportional hazards (CPH) model and we treated cases where the given event did not occur
as censored. The assumption of the validity of proportional hazards was checked using the
functions “coxph” and “cox.zph”, respectively (R packages: “survival” and “RVAideMemoire”).
When a significant effect was detected, a pairwise comparison using estimated marginal
means (R package “emmeans”; p-value adjustment with Tukey method) at the 0.05 signifi-
cance level was used to test for differences between treatments (p-values are shown in S6
Table). A total of 28 EPG parameters were calculated (S1-S5 Tables).

Correlation between EPG parameters from inoculated or healthy plants was carried out
with a Linear Model (LM). A pairwise comparison using estimated marginal means (R package
“emmeans”; p-value adjustment with Tukey method) at the 0.05 significance level was used to
test for differences between the three treatments. The coefficient of correlation (“r”) was calcu-
lated by the function cor.test.

The application conditions of all LM and GLM were verified by inspecting residuals
and QQ plots. All statistical analyses were performed using R software v. 4.0.5 (www.r-project.
org/).

Western Blot analysis of infected plants and artificial feeding media

Total protein extracts were prepared from leaves as described previously [34], separated by
15% (P2 and P4) or 12% (P6-TAV) SDS polyacrylamide gel electrophoresis under reducing
conditions and transferred onto nitrocellulose membranes as described in [63]. Western blots
were performed using antisera raised against P2, P4 and P6-TAV (all diluted 1:2,000, [34]).
Secondary antibodies were horseradish peroxidase conjugates, which were used at a 1:10,000
dilution. The same blot was cut into two stripes to test simultaneously for P2 and P4. Bound
antibodies were revealed by enhanced chemiluminescence using a G-Box.

Purification of recombinant proteins and virions

N-terminal his-tagged P2 (HP2) was expressed in baculovirus-infected Sf9 cells as described
previously [43]. Cells from three 75 cm” cell culture flasks were harvested by centrifugation for
5 min at 500 g and lysed in 9 ml DB5 buffer (50 mM HEPES pH 8.0, 500 mM Li,SO,4, 0.5 mM
EGTA, 0.2% CHAPS) supplemented with SigmaFast Protease Inhibitor (EDTA-free) and fro-
zen at -80°C until purification. For purification, the thawed cell lysate was centrifuged for 20
min at 24,000 g and the supernatant charged on a column loaded with 300 ul Ni-NTA resin
(Macherey-Nagel) pre-equilibrated with DB5. The column was washed with 5 ml DB5 supple-
mented with 25 mM imidazole. HP2 was eluted with DB5 supplemented with 250 mM imidaz-
ole, the protein-containing fractions combined and the imidazole removed by gel filtration
with a Sephadex G25 column. Purity and concentration of HP2 were estimated by Instant Blue
staining of gels after SDS-PAGE, using BSA as standard.
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Wild type P3 was purified from E. coli BL21 cells as described [46]. Briefly, cells induced
with 1 mM IPTG for 4 h were harvested by centrifugation for 15 min at 4,000 g, washed once
with PBS and the pellets were frozen and stored at -80°C. Cells were lysed by ultrasonication
in PBS pH 8 supplemented with 15% glycerol, 0.2 mM DTT, 0.1% Tween20 and SigmaFast
Protease Inhibitor (EDTA-free) and centrifuged for 10 min at 18,000 g. The supernatant was
heated for 10 min at 65°C and insoluble proteins were removed by centrifugation for 15 min
at 18,000 g. Finally, P3 was purified by differential ammonium sulfate precipitation from 25-
40% saturation and ammonium sulphate removed by gel filtration with Sephadex G25 or ultra-
filtration with a Vivaspin column.

CaMV particles were purified essentially following the protocol of Gémec described previously
[64]. One hundred grams of infected turnip leaves were homogenized in two volumes of phos-
phate buffer (0.5 M KH,PO, pH 7.2, 7.5 g/l Na,05) and filtered through four layers of cheesecloth
and one layer of Miracloth. Urea and Triton X-100 were added to final concentrations of 1 M and
2.5%, respectively, and the sap was stirred overnight at 4°C. Then the liquid was clarified by cen-
trifugation for 10 min at 5,000 g and the supernatant was centrifuged for 70 min at 110,000 g. The
pellets were resuspended overnight at 4°C in 12 ml 10 mM HEPES pH 7.2. After centrifugation
for 5 min at 10,000 g, the supernatants were loaded on 10-40% sucrose gradients in water and
centrifuged for 3 h at 100,000 g in a swing-out rotor. The whitish band visible in the gradients by
transillumination was collected with a Pasteur pipette, diluted 1:3 with water and centrifuged for
70 min at 110,000 g. The pellets containing the virus were resuspended in 10 mM HEPES pH 7.2.

Supporting information

S1 Fig. Kinetics of symptom onset on turnip plants. Kinetics of symptom onset on turnip
plants after mechanical inoculation with leaf extracts revealed no significant differences
between JI and JIAP2, neither for the percentage of infected plants (N = 29-30) (Pearson’s
Chi-squared test, x> = 0.01, Df = 1, p = 0.92) nor the day of symptom onset (Wilcoxon rank
sum test, W =437, p = 0.970).

(PDF)

S2 Fig. Viral components used for aphid feeding assays on artificial medium. (a) Instant Blue
stained protein gel after SDS-PAGE. The slots were loaded with the indicated components. (b)
Western blot analysis of purified recombinant his-tagged P2 (HP2), partially purified recombinant
P3, and purified virus particles. The blots were developed with the indicated antisera.

(PDF)

S3 Fig. Feeding behavior of Myzus persicae on healthy plants after membrane acquisition
of P2 and P3:virions. Bars show means and standard errors. Before recording aphid feeding
behavior on healthy plants, aphids were allowed to feed under EPG control for 1 h on different
artificial media: 15% sucrose in DB5 buffer (light grey); DB5 buffer alone (orange) or DB5
buffer supplemented with P3 and purified virus particles (P3:virions, dark grey); his-tagged P2
(HP2, yellow); or HP2 and P3:virions (blue). Viral components used for aphid feeding assays
on artificial medium are shown in S3 Fig. Only aphids having inserted their stylets for at least
5 min in the artificial media were used for the experiments (N = 21-26). EPG parameters
related to duration are displayed. Letters indicate significant differences between artificial
media as tested by GLM (generalized linear model) followed by pairwise comparisons using
“emmeans” (p < 0.05 method: Tukey).

(PDF)

S4 Fig. Feeding behavior of Myzus persicae on mock-inoculated, JI- or JI-P2Rev5-infected
turnip plants at 14 dpi. Bars show means and standard errors. The behavior of individual
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aphids was recorded by electrical penetration graph (EPG) for 4 h (N = 26-28). EPG parame-
ters related to duration are displayed. Different letters indicate significant differences between
plant infection status as tested by GLM (generalized linear model) followed by pairwise com-

parisons using “emmeans” (p < 0.05 method: Tukey).

(PDF)

S5 Fig. Effect of recombinant P2Rev5 on aphid behavior. Bars show means and standard
errors. (a-b) Feeding behavior of Myzus persicae on healthy plants after membrane acquisition
of wild type P2 and P3:virions (P2+P3:virions), P2 carrying the mutation Rev5 and P3:virions
(P2Rev5+P3:virions) or of an irrelevant protein (CLINK). Before recording aphid feeding
behavior on healthy plants, aphids were allowed to feed under EPG control for 1 h on the dif-
ferent artificial media. Only aphids having inserted their stylets for at least 5 min in the artifi-
cial media were used for the experiments (N = 29-34). Selected EPG parameters are presented
sorted according to (a) duration or (b) occurrence. Different letters show significant differ-
ences between treatments as tested by GLM (generalized linear model) followed by pairwise
comparisons using “emmeans” (p < 0.05 method: Tukey). (a) Statistical analysis of the dura-
tion of events revealed no difference for parameters shown (GLM, p > 0.05). (b) Statistical
analysis of the occurrence of events revealed significant differences for the numbers of intracel-
lular punctures during first penetration and total intracellular punctures (GLM, Df = 2,

X2 = 95.247, %2 = 49.683, p < 0.001, respectively). None of the other statistically processed
parameters showed a significant difference between treatment (see S5 Tables). (c) Instant Blue
stained protein gel after SDS-PAGE of Sf9 crude extracts used for aphid feeding assays on arti-
ficial medium. Black arrows point to the position of P2 and P2Rev5, P2:GFP and P2Rev5:GFP,
and CLINK, respectively. P2:GFP and P2Rev5:GFP were not used in our experiment.

(PDF)

S6 Fig. Example of a typical EPG waveform recorded on a leaf. The aphid inserted the stylets
into tissue after a few seconds (red arrow) and did probing during the rest of the record (red
line). In chronological order, behaviors recorded were a pathway phase (dark grey line) with
interspersed intracellular test punctures (greens arrows), then salivation into the phloem
(medium grey line), and finally a long period of passive phloem sap ingestion (light grey line).
(PDF)

S7 Fig. Typical EPG waveform recorded during membrane feeding. At each insertion of the
aphid stylets into the artificial medium a signal was observed (red line). Thus, the duration of
presence or absence of aphid stylets in the medium could be measured but no behavior phases
could be discerned. This might have been due to the high conductivity of the DB5 buffer that
was used as a medium.

(PDF)

S1 Table. List of 28 EPG parameters statistically processed for the dataset “Acquisition
feeding experiment”.
(PDF)

S2 Table. List of 28 EPG parameters statistically processed for the dataset “inoculation
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Résumé du chapitre 2
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Un nombre croissant d’études montre que les virus de plantes modifient le comportement
de leurs vecteurs de maniére favorable a leur transmission. En ce qui concerne le TuYV, plusieurs
travaux ont décrit que l'infection altérait des réponses comportementales et physiologiques du
puceron vecteur Myzus persicae telles que |'orientation, le comportement alimentaire ou les
performances. De plus, des modifications de comportement du vecteur suivant I'acquisition du
virus (effets post-acquisitions) ont également été mises en évidence pour la dispersion,
I’établissement et le comportement alimentaire de M. persicae vers/sur de nouveaux hétes.
Cependant, les mécanismes et les déterminants viraux responsables de ces altérations n’ont pas
été identifiés.

L’hypothese de travail est similaire a celle du chapitre précédent. Si les modifications
physiologiques ou comportementales du vecteur induites en présence du TuYV sont adaptatives
(et non pas des sous-produits de l'infection), cela implique qu’elles soient sous I'influence de
déterminants viraux. Sachant que le TuYV est un virus limité aux tissus du phloeme et persistant
dans son vecteur, on peut proposer deux hypotheéses sur les effets « manipulatoires » qu’il devrait
induire. Premiérement, il est attendu que le TuYV favorise I'accés aux tissus infectés par les
particules virales pour faciliter son acquisition par M. persicae (i.e., les tissus du phloeme).
Deuxiémement, on peut supposer que l'infection améliore la qualité de la plante hote pour le
puceron afin d’augmenter la taille de la population de vecteurs viruliféres a moyen/long terme.
Les objectifs de ce chapitre sont d’identifier la ou les protéines influengant le comportement
alimentaire et les performances de M. persicae mais également d’établir le(s) mode(s) d’action de
la/les protéines impliquées.

Afin d’observer les effets des protéines individuelles du TuYV, nous avons produit des
Arabidopsis transgéniques exprimant indépendamment des protéines virales. Nous avons choisi
la protéine majeure de la capside (CP) et la protéine multifonctionnelle « readthrough » (RT) car
elles interagissent toutes les deux avec le vecteur et des facteurs de la plante. La protéine
suppresseur de silencing PO a quant a elle été choisie car elle pourrait moduler les relations plante-
insecte en interférant avec les voies de défense de la plante. L’électropénétrographie (EPG) est
une technique permettant de suivre en temps réel le déplacement des stylets du puceron dans les
tissus de la plante et ainsi d’observer son comportement alimentaire. Elle a été utilisée ici pour
comparer le comportement de puceron sur des plantes saines, des plantes infectées ou des
plantes exprimant les protéines virales seules. Les performances des pucerons ont été évaluées
en comptant le nombre de juvéniles produits sur les différentes plantes tests. Enfin, une étude
métabolomique a été conduite sur les plantes saines, infectées, ainsi que les différents mutants,
pour identifier les altérations potentiellement responsables des modifications comportementales
et/ou physiologiques observées chez le vecteur.

Nous avons confirmé que le TuYV modifiait le comportement alimentaire de son vecteur
Mlyzus persicae. Les pucerons placés sur des plantes infectées accédent plus rapidement aux tissus

72




du phloeme et passent plus de temps a ingérer de la séve en comparaison des pucerons sur des
plantes saines. Cette modification du comportement alimentaire est reproduite pour les pucerons
s’alimentant sur les plantes transgéniques exprimant la protéine CP. Les pucerons sur les plantes
RT ont un comportement strictement similaire aux pucerons sur les plantes saines. Enfin, les
pucerons sur les plantes PO ont un comportement intermédiaire entre ceux observés sur plantes
saines ou sur plante infectées. La fécondité de M. persicae est identique en présence des protéines
virales seules, ou de I'infection sauvage d’Arabidopsis en comparaison de celle mesurée sur des

RESULTATS

plantes saines. Enfin, I'étude métabolomique a montré qu’il était possible de discriminer les plantes
des différentes modalités selon leurs métabolomes. Les dérégulations dans les plantes mutantes
(CP, RT et PO) en comparaison des plantes saines sont faibles, cependant, quelques métabolites
différentiellement accumulés sont communs dans les plantes TuYV et les plantes CP.

Les modifications du comportement alimentaire des pucerons sur les plantes infectées par
le TuYV, a savoir un acceés facilité au site d’alimentation principal (tissus vasculaires du phloeme) et
une ingestion de seve augmentée, devraient étre favorables a la transmission. En effet, ces deux
caractéristiques permettent aux pucerons d’étre plus rapidement en contact avec les particules
virales du TuYV (restreintes aux tissus du phloéme) et augmente la quantité de particules virales
transitant dans le corps du puceron, ce qui peut améliorer le phénoméne d’internalisation,
nécessaire a l'acquisition. Ce comportement est reproduit a I'identique pour les pucerons sur les
plantes n’exprimant que la protéine CP, elle semble donc étre impliquée dans cette modification
du comportement du vecteur. En paralléle, I'analyse métabolomique a mis en évidence quelques
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composés métaboliques accumulés similairement dans les plantes infectées et dans les plantes CP,
qui sont donc de bons candidats concernant I'amélioration de I'alimentation. En ce qui concerne
notre deuxiéme hypothese, nous n’avons pas observé d’effets du TuYV sur la performance des
pucerons, contrairement aux autres études sur ce virus. Une explication serait que les autres
travaux utilisaient des plantes héte du TuYV différentes (Cameline et Claytonia). Les effets
manipulatoires semblent donc étre plante-hote dépendant, un paramétre a prendre en compte

pour des études futures.

Les points marquants :
¢ L'infection d’Arabidopsis par le TuYV facilite I'acces aux tissus infectés et augmente I'ingestion de séve
des pucerons Myzus persicae, ce qui pourrait favoriser I'acquisition virale.

¢ La fécondité de Myzus persicae n’est pas influencée par le TuYV lorsqu’elle est étudiée sur Arabidopsis
infectée.

¢ Les effets du virus sur le comportement alimentaire de Myzus persicae peuvent étre entierement
reproduits en n’exprimant que la protéine de la capside du virus (CP).

¢ Les dérégulations du métabolome des plantes infectées et des plantes mutantes corrélent avec les
effets comportementaux. Cependant l'identification des composés potentiellement impliqués dans la
manipulation sont nécessaires.
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Abstract

Many plant viruses modify the phenotype of their hosts, which may influence the behavior of their vectors
and facilitate transmission. Among them is turnip yellows virus (TuYV) that can modify the orientation,
feeding, and performance of its aphid vector, Myzus persicae. However, the virus factors driving these
mechanisms have not been elucidated. In this study, we compared feeding behavior and fecundity of
aphids on TuYV-infected and transgenic Arabidopsis thaliana expressing individual TuYV proteins (CP, RT,
and PO) to define a role of these proteins in aphid-plant interactions. Aphids on TuYV-infected plants had
shorter pathway phases and ingested phloem sap for longer times, which is expected to be favorable for
the acquisition of phloem-limited viruses such as TuYV. No change in aphid fecundity was observed on
TuYV-infected plants. The transmission-conducive feeding behavior changes could be fully reproduced by
phloem-specific expression of the capsid protein (CP) in transgenic plants, whereas vascular expression of
PO had only minor and RT no effects on aphid feeding behavior. We then carried out a metabolomic
analysis to determine plant compounds that could be involved in the modification of the aphid behavior.
A few metabolites were specific for TuYV-infected or CP-transgenic A. thaliana. These molecules are good
candidates for inducing behavior changes, however, their identification is still pending.

Introduction

Vector-borne plant pathogens, such as viruses, and their vectors, mostly insects, have coevolved complex
relationships (Eigenbrode et al., 2018; Perilla-Henao & Casteel, 2016; Ray & Casteel, 2022). On one hand,
viruses are in competition with their vectors because they share the same host plants (and their resources)
for reproduction (Basu et al., 2021; Stout et al., 2006). On the other hand, the vast majority of plant viruses
(> 75%) rely on insect vectors mostly in the Hemiptera order, such as aphids, and whiteflies, to be
transmitted over one host to another and to cross physical barriers such as the cuticle and cell walls to be
directly inoculated into a plant cell (Bragard et al., 2013; Hogenhout et al., 2008). Based on their
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interaction with their vectors, plant viruses have been classified into two categories (Stéphane Blanc et
al., 2014a). Non-circulative viruses bind extracellularly to the insect cuticle in the foregut or stylets of their
vector (Ng & Falk, 2006; Zhou et al., 2018). Circulative viruses are internalized into vector cells and cross
the intestine and the salivary gland cells successively before being released into another plant as a saliva
component (Gray et al., 2014; Gray & Gildow, 2003). The internalization of circulative virions in the insect
body results in long-term persistence of the virions in the vector (generally the whole vector life) while
the superficial interactions between non-circulative viruses and the vector mouthparts lead to a short
retention time (minutes to hours).

Several studies demonstrated that plant viruses affect host-vector interactions in ways that are conducive
to their transmission (reviewed in Eigenbrode et al., 2018; Mauck et al., 2012; 2018). Some evidence
suggest that viruses can alter the vector behavior directly, i.e., a viral component interacts with a vector
component (Ingwell et al., 2012; Stafford et al., 2011; Verdier et al., 2023) or indirectly, by altering the
plant host phenotype such as color, volatile organic compounds (VOC), or primary and secondary
metabolites that then have an impact on plant-vector interactions (Fereres & Moreno, 2009; Mauck et
al., 2016). Nearly all plant virus infections tend to increase vector preference towards infected plants,
regardless of the transmission mechanism (Mauck et al., 2012; 2018). In a few cases, the viral protein
affecting vector attraction has been identified. An example is the Nla-Pro protein of turnip mosaic virus
(TuMV, genus Potyvirus) which induces an increase in plant ethylene production (Bak et al., 2019). In
contrast to generalized attraction of vectors to virus-infected plants, the virus-induced changes in plant
palatability, influencing the vector feeding and settling behaviors (and consequently virus
acquisition/inoculation), differ depending on the virus biology (i.e., viral tissue tropism and/or virus’s
persistence in the vector). Non-circulative viruses, also referred to as non-persistent viruses, are acquired
and inoculated during brief intracellular punctures of the vector in the epidermal and mesophyll cells.
They tend to reduce host plant palatability and encourage fast vector dispersal following virion
acquisition, because these viruses are usually detached easily from the mouthparts when the vector
engages sustained phloem sap ingestion phase. This is exemplified in the case of plants infected with
potato virus Y (PVY, genus Potyvirus) and cucumber mosaic virus (CMV, genus Cucumovirus), on which
aphids show increased numbers of short superficial probes and also for CMV, the number of intracellular
punctures during the first few minutes of aphid probing (Boquel et al., 2011; Michele Carmo-Sousa et al.,
2014). In contrast, circulative-persistent viruses, that are acquired by the vectors after sustained periods
of phloem sap ingestion, tend to increase host-plant palatability and to facilitate access to vascular tissues
containing virus particles. These behavioral effects, together with the increased host quality, are expected
to enhance viruliferous vector population and virus dispersion. These effects have been documented in
particular for aphids feeding on diverse crop plants (Poaceae, Brassicaceae, Solanaceae...) infected with
members of the Solemoviridae virus family (Bosque-Pérez & Eigenbrode, 2011; Mauck & Chesnais, 2020a).
However, to date, we are only beginning to understand how viruses control hosts phenotypes and vector
behaviors (Mauck et al., 2019; Patton et al., 2020; Ziegler-Graff, 2020).

Turnip yellows virus (TuYV, genus Polerovirus, family Solemoviridae) is a circulative and phloem-limited
virus, transmitted by at least twenty aphid species including the green peach aphid, Myzus persicae, which
is its most efficient vector (Schliephake et al., 2000). This virus forms icosahedral particles enclosing a
single-stranded RNA genome. Several studies have shown that TuYV infection alters some behavioral and
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physiological responses of aphid vectors, such as their orientation and settling preferences, feeding
behavior and fecundity (Bogaert et al., 2020; Chesnais, Couty, et al., 2019; Claudel et al., 2018), in ways
that are conducive to transmission. The effects of TuYV on host phenotypes and aphid behaviors are plant
and aphid species-specific (Chesnais, Couty, et al., 2019; Chesnais, Mauck, et al., 2019; Claudel et al.,
2018). In addition, TuYV infection causes post-acquisition effects and virus-carrying aphids show altered
dispersion, settling, and feeding behaviors after departure from the infected plant (Chesnais et al., 2020).

To date, no study has elucidated the molecular mechanisms explaining the TuYV effects on its aphid
vector. We were interested to know which viral factors are involved in changing aphid-plant interactions.
To address this question, we used transgenic Arabidopsis thaliana plants expressing TuYV proteins and
studied aphid feeding behavior and fecundity on them. We chose three TuYV proteins, P3, RT and PO. P3
is the major coat protein (CP) forming icosahedral virions (Boissinot et al., 2020). Capsid formation is a
prerequisite for virus systemic movement and is required for aphid transmission (Brault et al., 2003;
Hipper et al., 2014). The RT “read-through” protein is synthesized by a readthrough mechanism of the CP
stop codon and the fusion protein contains the CP at its N-terminus. A C-terminally truncated form of the
RT protein is incorporated into the virus particles as a minor component. The RT protein is dispensable for
capsid formation but is involved in symptom development, virus movement and it is necessary for aphid
transmission, in particular by allowing the internalization of virions in the intestine (Brault et al., 1995; van
den Heuvel et al., 1997). The C-terminal part of the RT protein is also involved in phloem tropism of PLRV
(Peter et al., 2009). Besides CP and RT that are both relevant for transmission, we also chose PO, a
multifunctional protein, mainly studied for its involvement in the suppression of RNA silencing by inducing
the degradation of the argonaute protein AGO1 (Baumberger et al., 2007; Bortolamiol et al., 2007; Pfeffer
et al., 2002). In this function, PO might modulate aphid-plant interactions by interfering with plant
defenses.

Results

Characterization of transgenic plants expression TuYV proteins
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Figure 1. Detection of TuYV RT, CP and PO transcripts in transgenic Arabidopsis plants by reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR). In each lane, RT-PCR products from a different plant were loaded. The primers used for RT-PCR were specific
for the viral sequences inserted in Arabidopsis Col-0 genome (Table S1) and are predicted to prime the amplification of 360, 140
and 301 bp products for RT-, CP- and PO-transgenic plants, respectively. A RT-PCR reaction with viral RNA from a TuYV-infected
plant was performed as a positive control (“TuYV”). Lanes named Col-0, RNA and No template were negative controls
corresponding to the RT-PCR product of RNA extracted from non-infected Col-0 (“Col-0"), the PCR product of the same RNA
omitting the reverse transcription step (“RNA”), and the PCR product without the cDNA matrix (“No template”). *: aspecific
amplification product at about 1000 bp.

To see whether individual TuYV proteins had an effect on aphid feeding, we obtained transgenic Arabidopsis plants
expressing CP, PO and RT under control of the phloem-specific promoter SUC2 from A. thaliana. We first confirmed
expression of TuYV-CP, -P0O and -RT in the transgenic Arabidopsis lines by RT-PCR (Figure 1). Each transgenic plant
accumulated the expected transgene-mRNAs at similar levels. Transgene-mRNAs accumulated to lower levels than
viral RNA in TuYV-infected plants (compare TuYV line with the bands corresponding to the transgenic plants; Figure
1). We observed an aspecific band with a size of about 1000 bp in PO-transgenic plants (indicated with an asterisk),
however, this did not alter the detection of the PO-specific amplicon with a size of 301 bp. The absence of this
aspecific band in TuYV-infected plants may be explained by the presence of more abundant matrix available for
reaction, limiting aspecific hybridization. The transgenic plants did not display any abnormal phenotype, while TuYV-
infected Arabidopsis were smaller and two to three weeks post-inoculation the lower face of the older leaves turned
purple (probably due to anthocyanin accumulation) as already reported before (Claudel et al., 2018).
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Modification of aphid feeding behavior induced by TuYV infection can be mimicked by CP
expression
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Figure 2. Feeding behavior of Myzus persicae on mock-inoculated, TuYV-infected or transgenic Arabidopsis plants expressing (a)
RT, (b) PO and (c) CP proteins. The behavior of individual aphids was recorded by electrical penetration graph (EPG) for 8 hours.
The selected EPG parameters present the total duration of each phase. Different letters show significant differences as tested by
GLM (generalized linear model) followed by pairwise comparisons using “emmeans” (p < 0.05 method: Tukey). Each mutant was
tested individually with N = 24-26 (RT), N = 29-31 (P0) and, N = 29-32 (CP).

To address the effect of the viral sequences expression in the transgenic plants on aphid feeding behavior
we conducted electrical penetration graph (EPG) experiments with aphids deposited on the transgenic
plants. We did not test the PO, RT and CP transgenic plants together in a single experiment, but studied
each transgenic plant independently. TuYV-infected and mock-inoculated plants were included as
controls. On RT-transgenic Arabidopsis plants, the total duration of stylet penetration and the time to first

phloem sap ingestion were neither affected on TuYV-infected nor on RT-transgenic Arabidopsis (GLM, Df
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=2,X2=3.568, p =0.168 and Cox, Df = 2, x2 = 2.883 p = 0.237, respectively) (Figure 1a). The duration of
pathway phase was significantly shorter on TuYV-infected compared to mock-inoculated Arabidopsis
(GLM, Df = 2, x2 = 8.652, p = 0.013) and conversely, the duration of phloem sap ingestion was longer on
TuYV-infected compared to mock-inoculated Arabidopsis (GLM, Df = 2, x2 = 9.152, p = 0.010) (Figure 1a).
Since these effects were not observed on RT-transgenic plants, we concluded that aphids behaved
similarly on RT-transgenic plants and on mock-inoculated Arabidopsis, discarding a potential impact of
the RT alone on aphid feeding behavior.

In the second set of EPG experiments, comparing the effect of PO against TuYV-infected and mock-
inoculated wild type Arabidopsis, we observed the same aphid behavioral changes caused by TuYV
infection as in the first set of experiments, notably the significant reduction of pathway phase duration
(GLM, Df =2, x2 =17.021, p < 0.001) and the increase of sap ingestion duration (GLM, Df =2, x2 = 18.434,
p < 0.001) (Figure 1b). Moreover, aphids on TuYV-infected plants required shorter pathway phases to
reach phloem tissues than aphids on mock-inoculated plants (GLM, Df = 2, x2 = 8.040, p = 0.018), and
spent more time in total stylet penetration (GLM, Df = 2, x2 = 13.601, p = 0.001). For all selected
parameters, with the exception of stylet penetration, aphids on PO-transgenic plants showed intermediate
feeding behaviour, compared to those on mock-inoculated and those on TuYV-infected plants, without
statistically significant differences between the two conditions (Figure 1b).

In the third set of EPG experiments, we tested CP-transgenic plants. Aphids on CP-transgenic plants
exhibited the same behavior than aphids on TuYV-infected plants. They spent more time in stylet insertion
and ingesting sap from the phloem tissues, compared to mock-inoculated Arabidopsis (GLM, Df = 2, x2 =
11.523, p=0.003; x2 = 12.38, p = 0.002) (Figure 1c). Conversely, the duration of pathway phases and the
time needed for reach the phloem tissue were significantly reduced for aphids on TuYV-infected or CP-
transgenic, compared to mock-inoculated plants (GLM, Cox, Df =2, x2 =9.780, p =0.007; x2 =12.983, p =
0.002) (Figure 1c). Thus, the presence of CP alone was sufficient to reproduce the feeding behavior
modifications induced by TuYV infection.

TuYV infection or viral protein expression in Arabidopsis has no influence on aphid
fecundity
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Figure 3. Fecundity of Myzus persicae on mock-inoculated, TuYV-infected, or transgenic Arabidopsis plants expressing (a) RT, (b)
PO and (c) CP proteins. One synchronized adult aphid was placed on an individual plant and all newborns were counted after 5
days of infestation. Positive and negative controls (aphid fecundity on TuYV-infected or mock-inoculated Col-0 plants) were run
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for all comparisons. Analysis by GLMM (generalized linear mixed model) revealed no statistically significant differences; NS: p >
0.05. N = 25-29 for RT, N = 29-35 for PO and N = 29-37 for CP.

Since aphids reached the phloem faster and spent more time ingesting phloem sap on TuYV-infected and
CP-transgenic plants (Figure 1), we hypothesized that aphid performance could also be positively
impacted by TuYV infection because phloem sap is the main food source for aphids. Therefore, we
evaluated aphid fecundity on TuYV-infected, mock-inoculated, and CP-, PO- and RT-transgenic plants by
counting the number of offspring produced by synchronized adults after 5 days of infestation. No
statistical differences were observed in the three data sets (Figure 3). On RT- or PO-transgenic plants
(Figure 3a-b), the average fecundity was 10 nymphs, regardless of the condition (i.e., 2 juveniles per adult
per day) (GLMM, Df = 2, x2 = 2.423, p = 0.298 and x2 = 2.255, p = 0.880, respectively). In the third set of
experiments (Figure 3c), the average fecundity was about 18 nymphs in 5 days, which was almost twice
more than in the other two sets of experiments (Figure 3a and b). However, the number of newborns
remained unchanged on TuYV-infected plants compared to CP-transgenic plants or mock-inoculated
plants (GLMM, Df = 2, x2 = 4.760, p = 0.093).
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Aphid feeding behavior on TuYV-infected and CP-transgenic plants correlates with
accumulation of specific plant metabolites
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Figure 4. Metabolomic analysis of mock-inoculated, TuYV-infected, RT-, PO and CP-transgenic plants. (a) Principal component
analysis (PCA) of selected metabolites (i.e., differentially accumulated in TuYV-infected and at least one of the transgenic
Arabidopsis compared to mock-inoculated Arabidopsis plants) using the first two dimensions. (b) Representativeness of the
different metabolites in the five dimensions of the principal components. The implication of each metabolite is proportional to
the circle size and the color intensity. (c) Heatmap of metabolite mean Peak Area in Arabidopsis plants. Gradient from blue to red
colors indicates increasing accumulation of the metabolites. (d) Heatmap of metabolite fold changes in Arabidopsis plants
compared to mock-inoculated plants. Red and blue colors indicate significant up- and down-regulation, respectively, presented
as Log2 fold changes. Pairwise comparisons were performed using Tukey's Honest Significant Difference method followed by a
false discovery rate (FDR) correction, with FDR < 0.05. For FDR = 0.05, Log2 fold changes were set to 0. Five-week-old plants were
analyzed which corresponds to three weeks post-inoculation. Mock-inoculated (M); CP-transgenic plants (CP); RT-transgenic
plants (RT), PO-transgenic plants (P0); or TuYV- infected (TuYV); Dim: principal component, N = 9-10.
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We then analyzed whether the aphid feeding behavior observed on the CP-expressing transgenic plants
could be attributed to specific metabolites composition. To test this, a metabolic analysis was performed
on mock-inoculated, TuYV-infected, and the three transgenic Arabidopsis lines expressing TuYV-CP, -RT or
—P0 in conditions similar to those used for aphid behavior and performance experiments. Segregation of
the different conditions in the principal component analysis (PCA) was attributed to eleven unknown
metabolites (Figure 4a & b). The metabolites corresponded to compounds differentially accumulated in
TuYV-infected plants and in at least one of the mutants compared to mock-inoculated plants and named
MxxxTxxx. The first two dimensions of the PCA on plant metabolites (Figure 4a) clearly separated mock-
inoculated from TuYV-infected plants. Metabolite profiles of Transgenic Arabidopsis positionned in-
between mock and TuYV-infected plants, with CP-transgenic plants being more closely related to TuYV-
infected ones, and PO-transgenic plants being closer to mock-inoculated plants. This separation of plant
metabolite profiles reflected the results from the EPG experiments, where feeding behavior of aphids on
TuYV-infected Arabidopsis and on CP-transgenic plants was very similar and different from the other
conditions (i.e., feeding behaviors on P0O- or RT-transgenic plants and mock-inoculated wild type
Arabidopsis). The metabolites responsible for the grouping on the first dimension (separation of mock-
inoculated from TuYV-infected and CP-transgenic Arabidopsis plants) are M704T70, M981T560 and
M864T650 (Figure 4b), while M805T635 and M789T680 are responsible for clusterisation on the second
dimension. Heatmap of metabolite mean Peak Area show that RT- and PO-transgenic plants cluster
together while TuYV-infected plants and CP-transgenic plants custer also together but are distant from
other modalities (Figure 4c). Heatmap analysis of the log-fold changes showed the metabolites that were
specifically deregulated in the different conditions analyzed. Interestingly, metabolite M649T530 was the
only compound specifically over-accumulated in TuYV-infected and CP-transgenic plants, which suggested
that it could be implicated in the specific feeding behavior observed on TuYV-infected and CP-transgenic
plants (Figure 4d). Accumulation of M840T700 was induced in TuYV-infected and PO-transgenic plants,
whereas no specific metabolites were shared by TuYV-infected and RT-transgenic plants (Figure 4d).
M308T80 and M308T91 were down-regulated in TuYV-infected and RT-trangenic plants but also in CP-
transgenic Arabidopsis. Last, 537T665 was only down-accumulated in PO-transgenics plants (Figure 4d).

Discussion

In our study, we addressed the role of individual proteins of the phloem-limited TuYV in the feeding
behavior of its main vector, M. persicae, and consequently in virus acquisition.

We first compared our results obtained here on changes in aphid feeding behavior by TuYV infection with
our previous results (Chesnais et al., 2022). In both works, aphids on TuYV-infected plants found the
phloem faster and spent more time ingesting phloem sap (Figure 2). These changes in behavior are crucial
because they could confer a benefit for TuYV, by increasing virus acquisition time and, with it, insect
transmission. Previous studies have also shown that TuYV infection alters behavioral responses of
M. persicae, such as the settling preferences and the feeding behavior (Bogaert et al., 2020; Chesnais,
Couty, et al., 2019), in ways that are conducive to transmission. These effects on host phenotypes and
aphid behaviors are plant and aphid species-specific (Chesnais, Mauck, et al., 2019; Claudel et al., 2018)
and plant palatability is sometimes unrelated to plant quality as already observed for M. persicae on
CaMV-infected Arabidopsis (Chesnais et al., 2021).
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Very interestingly, the aphid feeding behavior modifications observed on TuYV-infected plants were also
observed on Arabidopsis plants constitutively expressing TuYV CP in the vascular tissue, whereas aphids
on transgenic RT plants displayed no changes and aphids on transgenic PO plants only minor behavior
changes. This indicates that CP might play a major role in modifying aphid feeding. A few proteins or
components of other plant viruses have already been shown to alter the behavior of vectors but their
precise mode of action has not always been unveiled. For example, the CMV 2b protein, which is required
for sustained phloem sap ingestion by aphids was reported to inhibit JA signaling by directly interacting
with, and repressing, JA-induced degradation of host jasmonate ZIM-domain proteins (Ziebell et al. 2011;
Wu et al. 2017). CMV 2b also interplayed with 1a and 2a proteins to induce antixenosis which promotes
transmission (Westwood et al., 2013, 2014). We also recently demonstrated that the P6-TAV protein of
CaMV (specifically the N-terminal domain), which is responsible for dampening plant defenses and for
symptom expression, improves aphid feeding (Chesnais, Verdier, et al., 2021). These former examples
concerned non-circulative viruses but a few proteins or components affecting vector behavior of other
circulative non-propagative viruses have been characterized as well. The tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV, genus Begomovirus) C2 protein has been shown to be responsible for the suppression of plant
defenses and to contribute to the virus—vector mutualism (Li et al., 2019). The TYLCV C4 protein interacts
with RCC1-like domain-containing (RLD) proteins of host plant, resulting in an attraction of the whitefly
vector to them (Gao et al. 2022). The BC1 of the begomovirus tomato yellow leaf curl China virus
(TYLCCNV), expressed from the TYLCCNV B satellite, repressed JA responses and improved whitefly
performances on infected plants (Zhang et al., 2012).

For potato leaf roll virus (PLRV), a virus closely related to TuYV, Patton et al. (2020) demonstrated that
three of its seven proteins, PO, P1 and P7, when transiently expressed in N. benthamiana, altered vector
settling and fecundity. In our study, we found no effect of TuYV infection or TuYV proteins PO, CP and RT
on fecundity (we did not test P1); settling was not tested. The discrepancy in the results might be
explained by the different experimental approaches. Patton and coworkers used transient expression
under the constitutive 35S promoter in agro-infiltrated leaves, whereas we used transgenic plants and
phloem-specific expression, a situation that resembles natural infection conditions, since TuYV replicates
and moves only in the phloem. The differences in protein expression levels and tissue distribution, but
also the differences in the viral protein sequences, may account for the discrepancies between the two
studies.

How could TuYV CP, and to a minor extent PO, affect the vector behavior? DeBlasio et al. (201643, b) used
proteomic approaches to identify interactions between PLRV particles and the host plant. They identified
65 proteins with high confidence scores (indicating stable interactions) and over a hundred other proteins
with medium confidence scores (indicating transient interactions) co-purifying with PLRV. Many localized
to ribosomes and nucleus and nucleolus, but also to plasmodesmata, the cytosol and plastids (DeBlasio et
al.,, 2016). Their assumed functions include membrane transport, translation, signaling and mRNA
processing, but also functions in metabolism. Since TuYV and PLRV are closely related, TuYV CP might
interact with similar host proteins like PLRV CP. While interactions with ribosomes are probably related
to virus replication, the other interactions are not and might induce directly (by CP interacting with
metabolic enzymes and transporters) or indirectly the observed metabolic changes that subsequently
affect aphid feeding behavior. CP could exercise these functions in the cytosol and in the nucleus because
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it is found in both cell compartments (Haupt et al., 2005). One of the CP interaction partners with a very
high confidence score and candidate for indirect interaction was the WD40 domain protein RBV which is
involved in miRNA biogenesis and in loading miRNAs into AGO1 (Liang et al., 2022). The argonaute protein
AGOL1 itself was also a CP-interacting protein with a high confidence score. AGO1 is not only involved in
cytoplasmic siRNA silencing, but also in nuclear transcription regulation and miRNA processing (Bajczyk et
al., 2019). It is therefore possible that the nuclear localization of TuYV-CP and its interaction with RBV and
AGO1 might induce host modifications by transcriptional reprograming that change plant traits and
modulate the aphid behavior. Transcriptional reprograming and alteration of transporter activities could
have effects beyond the phloem tissue, explaining why also aphid feeding activities outside the phloem
were affected in infected and CP-expressing plants.

Curiously, AGO1 is also a target of TuYV PO, which acts, when ectopically expressed, as a silencing
suppressor by inducing degradation of AGO1 (Bortolamiol et al., 2007). However, PO might have other
functions in an authentic TuYV infection, where vascular AGO1 is stabilized (Clavel et al., 2021). Phloem-
specific expression of PO as in this report had only a slight effect on aphid behavior. Whether PO-AGO1
interaction is involved in it and whether these interactions and their outcome are the same in TuYV-
infected plants, where also CP interacts with AGO1, remains to be determined.

As indicated above, we hypothesize that TuYV effects on aphids could be CP-induced plant deregulations
that spread from the phloem to other tissues. We indeed observed in whole leaves a specific metabolite
profile of CP-transgenic plants that resembles that of TuYV-infected plants. One component (M649T530
(C30H50015)), not yet identified, was shown to over-accumulate only in CP-transgenic and TuYV-infected
plants. This metabolite is therefore a good candidate to explain the modified aphid feeding behavior. We
did not observe any modification of the metabolic profile of hormones (JA or SA pathways) or
glucosinolates in TuYV-infected or CP-transgenic plants. Also Patton and coworkers (2020) did not observe
changes in JA, SA and ethylene in PLRV-infected plants. However, aphid-induced activation of JA, SA and
ethylene was suppressed in PLRV-infected plants and PO, P1 and P7 contributed to it. Which TuYV proteins
play a role in suppression of aphid-induced defense reactions, remains to be determined. Finally, another
compound, M840T700 is also of interest as it is upregulated in PO-transgenic Arabidosis as well as in TuYV-
infected plants and could be responsible for the intermediate effect of PO on aphid feeding behavior.
Identification and characterization of these metabolites might shed more light on their role in plant aphid
interactions.

In conclusion, this study represents the first example showing that phloem expression of a single protein
of a circulative virus induces host-plant metabolic changes correlating with transmission-favorable
alteration of its aphid vector’s feeding behavior.

Materials and methods

Plant growth and virus inoculation

Arabidopsis thaliana (referred elsewhere as Arabidopsis) Col-0 seeds were germinated in TS 3 fine
substrate (Klasmann-Deilmann, Geeste, Germany) in pots (70 mm x 70 mm x 65 mm) and grown at 20
1°C with an 8 h light / 16 h dark photoperiod. Two-week-old plants were inoculated with 3-5 wingless
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Myzus persicae aphids that had been allowed a 24 h acquisition access period on TuYV-infected
Arabidopsis or healthy Arabidopsis. After a 24 h inoculation period, aphids were manually removed using
a brush. The studies were conducted on 5-week-old plants (i.e., three weeks after TuYV inoculation).

Aphid rearing

The Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) clone was originally isolated in the Netherlands.
Aphids were reared on Chinese cabbage (Brassica rapa L. pekinensis var. “Granaat”) in a growth chamber
at 20 = 1 °C and a 14/10 h light/dark photoperiod. For synchronization, adults were placed on detached
Chinese cabbage leaves that were laid on 1 % agarose in a Petri dish. The adults were removed 24 h later
and the newborn larvae were used in experiments 8 days later.

Transgenic lines

All transgenic lines expressed the viral protein (wild-type CP and RT, N-terminally myc-tagged P0O) under
control of the AtSUC2 promoter (Truernit & Sauer, 1995) for phloem-specific expression. The viral
sequences were inserted by restriction enzyme-mediated ligation of PCR fragments into the binary
plasmid pbin-Suc (Stadler et al., 2004). Arabidopsis Col-0 plants were transformed using the floral dip
method (Clough & Bent, 1998), and transgenic plants were selected by kanamycine selection.

Floral dip method was used to transform A. thaliana Col-0 and produce the stable homozygous CP-
transgenic lines (Clough & Bent, 1998). Agrobacterium tumefaciens (strain C58C1 (Holsters et al., 1980))
carrying the recombinant helper plasmid pLX-suc-CP were grown in 50 ml of LB media to an ODggo = 1.5.
Pellet of bacteria was suspended in Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with
acetosyringone (200um), saccharose (5 %) and Silwet L-77 (250mg/ml) to an ODego = 0.8. Transgenic seeds
were selected on agar plates (0.5 MS medium supplemented with 50 pg/mL kanamycin). F2 seedlings with
3:1 alive/dead segregation (evidence of single insertion) were taken forward to the F3 stage by self-
fertilization. Seeds from F3 with 100% survival ratio (homozygous) were selected.

RNA isolation and RT-PCR

Total RNA was extracted from 100 mg of fresh plant samples ground in liquid nitrogen. Extraction was
performed using “NucleoSpin RNA Plant Kit” (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) according to the
manufacturer’s instructions. RNA was quantified at 260 nm with the Nanodrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, WI, USA). First-strand cDNA was synthesized from 1 pg of RNA using Moloney murine
leukemia virus (MMLV) reverse transcriptase (Promega Corporation, Madison, WI, USA) according to the
manufacturer’s instructions, with the relevant reverse primers (Supplementary Tables 1). Thirty pl of Milli-
Q water was added to the resulting cDNA and 4 pl of this mix was used for the PCR. The PCR reactions
were carried out in a total volume of 25 pl [5 ul of 5X Green GoTaq Reaction Buffer (Promega), 2.5 ul 10
mM forward and reverse appropriate primers, 0.5 pul 10 mM dNTPs (2.5 mM each), 0.2 ul (5 U/ul) GoTaq
DNA Polymerase (Promega), and Milli-Q water to adjust the volume]. The reaction mixture was denatured
at 95 °C for 3 min, followed by 30 cycles of 20 sec at 95 °C, 20 sec at 53 "C and 1 min at 72 °C, and a final
cycle at 72 °C for 2 min. Eight microliters of the DNA product were run on a 1% agarose gel and amplicons
were visualized with ethidium bromide under UV light.
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Aphid feeding behavior

The electrical penetration graph DC-system (EPG) was used as described by (Tjallingii, 1988). A tiny gold
wire electrode (12.5 m diameter and 2 cm length) was tethered to the dorsum of an adult apterous aphid
with water-based silver glue to integrate one aphid and one plant into an electrical circuit. Eight aphids
were connected to the Giga-8 DC-EPG amplifier (EPG Systems, Wageningen, Netherlands) and each was
deposited on an Arabidopsis leaf of the same developmental stage. A second copper rod electrode was
inserted into the soil of each potted plant to close the electrical circuit. The recordings were performed
continuously for 8 h within the photophase inside a Faraday cage at 21 £ 1 °C. The EPG waveforms were
acquired and analyzed with PROBE 3.5 software (EPG Systems). Based on TuYV caracteristics (circulative
and phloem limited), relevant aphid behaviour EPG parameters were calculated with EPG- Calc 6.1
software (Giordanengo, 2014) and were based on different EPG waveforms described by Tjallingii and
Hogen Esch (1993). The parameters displayed in this study are as follows: the total duration of “stylet
penetration”, “pathway phase”, and “sap ingestion” and the time needed by the aphid to reach the
phloem. For each condition, EPGs of 24— 32 individual aphids were analyzed. Aphids that generated signals
for less than 5 hours (total duration of probing time) were excluded from the analysis.

Fecundity

Synchronized wingless adults (8 + 1 days old) were randomly selected from the aphid pools and
transferred onto Arabidopsis plants (one aphid per plant) to study adult fecundity. The number of nymphs
produced was recorded after 5 days. Adult aphids that died before day 5 were excluded from the analysis.
Experiments on PO and RT mutants were repeated three times. The total number of aphids per condition
was 25— 35. Experiments on CP mutants were repeated twice, with a total of 29 —37 aphids per condition.

Metabolomic analysis

Lyopholized Arabidopsis leaf samples were ground using a bead mill (TissueLyser Il, Qiagen, Hilden,
Germany). Ten mg of leaf powder were extracted with 500 uL of methanol supplemented with 5 pug/mL
of chloramphenicol as an internal standard. The homogenate was sonicated in an ultrasonic bath (Fisher
Scientific, Hampton, NH, USA) for 10 min, then centrifuged at 12 000 rpm for 10 min. 200 pL of the
supernatants were recovered for LCMS analyses. Analyses were performed using a Vanquish Flex binary
UHPLC system (Thermo Scientific, Waltham, MA). Chromatographic separations were performed on
a Nucleodur C18 HTec column (150 x 2 mm, 1.8 um particle size; Macherey-Nagel, Duren, Germany)
maintained at 30 °C. The mobile phase consisted of acetonitrile/formic acid (0.1%, v/v) (eluant A), and
water/formic acid (0.1%, v/v) (eluant B), at a flow rate of 0.25 mL/min. The gradient elution program was
as follows: 0 to 4 min, 80% to 70% B; 4 to 5 min, 70% to 50% B; 5 to 6.5 min, 50% B isocratic; 6.5 to 8.5
min, 0% B; and 8.5 to 10 min, 0% B isocratic. The injected volume of samples was 1 pL. The liquid
chromatography system was coupled to an Exploris 120 Q-Orbitrap MS system (Thermo Scientific,
Waltham, MA). The mass spectrometer was operated with a heated electrospray ionization source in
positive and negative ion modes. The key parameters were as follows: spray voltage, + 3.5 and -3.5 kV;
nitrogen sheath gas flow rate, 40 arbitrary units (arb. unit); auxiliary-gas flow rate, 10 arb. unit; sweep-
gas flow rate, 1 arb. unit; capillary temperature, 360°C and auxiliary-gas-heater temperature, 300 °C. The
scan modes were full MS with a resolution of 60 000 FWHM (at m/z 200) and the scan range was m/z
85-1200. Internal mass calibration was operated using EASY-IC internal calibration source allowing single
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mass calibration for full mass range. Data acquisition and processing were carried out with Xcalibur 4.5
and Free Style 1.7 (Thermo Scientific, Waltham, MA), respectively.

UHPLC-HRMS raw data were processed using the Compound Discoverer 3.3 software (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Data processing for positive and negative modes were performed
separately. QC samples were analyzed to determine the extent of retention time variability, and to control
mass accuracy throughout the data set. Untargeted metabolomics workflows were used for peaks
detection, peaks extraction and peaks alignment. Background compounds found in the blank samples
were filtered out from the data set. Peaks alighment parameters mainly included mass tolerance and
retention time (RT), which were set at 5 ppm and at 0.1 min, respectively. Peaks detection was performed
using a signal-to-noise ratio (S/N) of 2 and peak intensity thresholds at 10,000. Poorly repeatable features
were filtered out by keeping those with a peak rating greater or equal to 4 in at least 4 samples and by
keeping features with a coefficient of variation (CV) < 30% in all QC samples. Using these settings, 1229
and 527 features were obtained in positive and negative modes, respectively.

Statistical analysis

We used Generalized Linear Model (GLM) with the likelihood ratio and the chi-squared (x2) test to
determine a statistically significant difference for EPG data. As feeding duration parameters were not
normally distributed we used GLM using a gamma (link = “inverse”) distribution. Occurrence parameters
were analyzed with a Poisson distribution to correct for overdispersion (link = “log”). Parameter “time to
first sap ingestion” was modelled using the Cox proportional hazards (CPH) model and we treated cases
where the given event did not occur as censored. The assumption of the validity of proportional hazards
was checked using the functions “coxph” and “cox.zph”, respectively (R packages: “survival” and
“RVAideMemoire”). For aphid fecundity essay we used the “glmer” function (R package: “Ime4”) for
performed Generalized Linear Mixed Model (GLMM) to determine a statistically significant difference
between modalities. We included the factor “session” as a random variable (corresponding to the
different repetitions), all other factors being considered as fixed effects. When a significant effect was
detected, a pairwise comparison using estimated marginal means (R package “emmeans”; p-value
adjustment with Tukey method) at the 0.05 significance level was used to test for differences between
treatments. A total of 16 EPG parameters were calculated (Supplementary Tables 2-4). Statistical analyses
from metabolomic, including principal component analysis (PCA) and differential analysis were obtained
using the Compound Discoverer software. Peak areas were normalized using Systematical Error Removal
using Random Forest (SERRF) QC correction (random Forest with 200 trees). P-values were calculated by
a one-way-ANOVA model with Tukey's post-hoc test, and were adjusted using the Benjamini-Hochberg
procedure. Metabolites were considered differentially accumulated when the false discovery rate was
below 5% (FDR < 0.05).

The application conditions of all GLM and GLMM were verified by inspecting residuals and QQ plots. All
statistical analyses except metabolomics were performed using R software v. 4.0.5 (www.r-project.org/).
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Supporting information
S1 Table. List of primer used.

Experiment Primer Sequence 5’ > 3’

Length amplicon

F-5-GGAACGTGGGGATTTACA-3’
R-5’-GTCTCCCAGGTTGAGACTG-3’
F-5’-CCTGCCACTGAACCAGAGTT-3’
R-5’-GCCAAGATTAGCGAGCTCCA-3’
F-5-AAGACAATCTCGCGGGAAG-3’
R-5’-GGAGACGAACTCCAAAATGAC-3’
F-5-TTTTGCTAGCATGAATACGGTCGTGGGTAGG-3’

RT-PCR "RT-transgenic plant"
RT-PCR "PO-transgenic plant"
RT-PCR "CP-transgenic plant"

PCR "Insertion CP sequence"

R-5-AAAAGTCGACCTATTTGGGGTTGTGGAATTGAC-3’

360 pb

140 pb

301 pb

629 pb
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S2 Table. List of 28 EPG parameters statistically processed for the RT-transgenic plants dataset.

EPG parameters Model Statistiques Mock Tuyv RT
(Stat, Df, P-value) (n = 26) (n=24) (n=24)

General probing behaviour (Pr)
Number of probes (n_Pr) Poisson 2.456;2:0293 2369x+3.40 21.36+ 465 24,08+ 2.91
Number of brief probes (< 3 min) (n_bPr) Poisson 2.182;2;0.336 13.35x227 13.72+ 3.37 1492+ 2.19
Total duration of probes (s_Pr) (min) Gamma 3.568;2;0.168 417.62+8.63 435.54+7.64 412+ 7.83
Time to first probe (t>1Pr) (min) Cox 3.272;2;0.195 432+1.44 3.27+ 047 5.57+0.97
Number of probes before the first sap ingestion in phloemtissues (n_Pr=1E) Poisson 14.616;2;<0.001 1312£257 b 921+x147 a 11.70£167 b
Number of brief probes before the first sap ingestion in phloem tissues (n_bPr=>1E) Poisson 4.8469;2;0.080 8.56+1.71 9.79+1.09 8.35x1.21
Pathway phase (C)
Number of pathway phase (n_C) Poisson 2.488;2:0288 26.96x3.49 2448477 2754+ 3.17
Total duration of pathway phase (s_C) (min) Gamma 8.652;2;0.013 200.54+20.36 a 120.82+15.90 b 162.67 + 17.93 ab
Feeding behaviour (E: E1 = salivation ; E2 = ingestion)
Number of salivation in the phloem tissues (n_E1) Poisson 0.082;2:0.960 3.81+0.53 3.84+0.78 3.83+0.55
Total duration of salivation in the phloem tissues (s_E1) (min) Gamma 6.627;2,;0.036 6.78%+1.33 3.86+0.65 421+049
Number of sap ingestion in the phloem tissues (n_E2) Poisson 1.539;2,; 0.463 3.08+045 36074 3.5+ 0.54
Total duration of sap ingestion in the phloem tissues (s_E2) (min) Gamma 9.152:2;0.010 220.04+23.12b 321.82+18.45 a 2390.12+25.05 b
Number of sustained sap ingestion in the phloemtissues (>10 min) (n_sE2) Poisson 2.337;2:;031 1.88+0.29 2441039 2.33+0.30
Total duration of sustained sap ingestion in the phloemtissues (>10 min) (s_sE2)(min) Gamma 7.519;2;0.023 226.11+2226 b 317.19+19.17 a 23294+ 25.53 ab
Time to first phloem phase (t>1E) (min) Cox 2.442;2:0.295 153.56+25.30 93.98+19.81 125.36+24.0
Time to first sap ingestion in the phloem tissues (t>1E2) (min) Cox 2.883;2,0.237 166.82+27.75 98.33+19.55 132.86+24.19
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S3 Table. List of 28 EPG parameters statistically processed for the PO-transgenic plants dataset.

EPG parameters Model Statistiques Mock TuYVv PO
(Stat, Df, P-value) (n=31) (n=29) (n =30)

General probing behaviour (Pr)
Number of probes (n_Pr) Poisson 94.837;2;<0.001 28.07+211 ¢ 1592+1.84 a 23.96+256 b
Number of brief probes (< 3 min) (n_bPr) Poisson 36.507;2;<0.001 1524%£1.20 b 9982119 a 14.75x1.74 b
Total duration of probes (s_Pr) (min) Gamma  13.601;2;0.001 387971764 b 42520+6.24 a 398.80+7.30 b
Time to first probe (t>1Pr) (min) Cox 6.872;2;0.032 7.29+£1.22 b 3.38+£071 a 6.18£1.34 ab
Number of probes befaore the first sap ingestion in phloem tissues (n_Pr>1E) Poisson 25.727;2;<0.001 1222+151 b 804+096 a 1143+139 b
Number of brief probes befare the first sap ingestion in phloem tissues (n_bPr>1E) Poisson  10.225; 2; 0.006 7.78£1.03 ab 6421083 a 8.82+£1.20 b
Pathway phase (C)
Number of pathway phase (n_C) Poisson 92.064;2<0.001 3345 £213 ¢ 2035256 a 29.75£3.22 b
Total duration of pathway phase (s_C) (min) Gamma 17.021;2;<0.001 19842+13.36 b 115.75+13.30 a 153.03+13.86 ab
Feeding behaviour (E: E1 = salivation ; E2 = ingestion)
Number of salivation in the phloem tissues (n_E1) Poisson 3.098;2,;0.213 5.62+0.81 5.08+0.63 6.21+0.94
Total duration of salivation in the phloem tissues (s_E1) (min) Gamma 6.506; 2; 0.039 7.10+£1.39 a 399+ 047 a 682125 a
Number of sap ingestion in the phloem tissues (n_E2) Poisson 2.079;2,0.354 4.97+0.76 4.81+0.63 5.64+0.83
Total duration of sap ingestion in the phloem tissues (s_E2) (min) Gamma 18.434;2;<0.001 17593+£18.18 b 297.59+18.59 a 228.01+£19.31 ab
Number of sustained sap ingestion in the phloem tissues (>10 min) (n_sE2) Poisson 0.264;2,0.876 3.03+£0.51 2.85+0.33 2.82+0.28
Total duration of sustained sap ingestion in the phloem tissues (>10 min) (s_sE2)(min) Gamma 18.434;2:;<0.001174.02+17.76 b 289.50+19.38 2 216.13+20.81 ab
Time to first phloem phase (t>1E) (min) Cox 8.040;2;0.018 151.35+2555 b 8056+10.28 a 100.34+12.79 ab
Time to first sap ingestion in the phloem tissues (t>1E2) (min) Cox 10.493;2;0.005 181.34+2541 b 82.44+10.39 a 108.34+13.22 ab
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S4 Table. List of 28 EPG parameters statistically processed for the CP-transgenic plants dataset.

Model Statistiques Mock TuYV CP
EPG parameters
(Stat, Df, P-value) (n=32) (n=29) (n=32)
General probing behaviour (Pr)
MNumber of probes (n_Pr) Poisson 84.156 ;2 ; <0.001 1966 £187 a 1210x142 b 1163+£149 b
MNumber of brief probes (<3 min) (n_bPr) Poisson 34.347 ;2 < 0.001 967113 a 6.21 £ 080 b 609+098 b
Total duration of probes (s_Pr) (min) Gamma 11.523 ;2 0.003 39781 %1023 a 42854+861 b 43687 +x654 b
Time to first probe (t=1Pr) (min) Cox 0.307 ;2;0.858 6.15+0.82 549 +1.07 551 +0.91
Number of probes before the first sap ingestion in phloem tissues (n_Pr=1E) Poisson 49.428 ;2 ; <0.001 1261 £1.51 7.72+1.06 b 778+x091 b
Number of brief probes before the first sap ingestion in phloem tissues (n_bPr=1E) Poisson 14.056 ; 2 ; <0.001 665070 479 +069 b 463+060 b
Pathway phase (C)
Number of pathway phase (n_C) Poisson 97.665 : 2 ; <0.001 2188 +213 a 1372167 b 1253 +£166 b
Total duration of pathway phase (s_C) (min) Gamma 9.780 :2;0.007 17283 +16.56 a 107.76 +14.88 b 10670 +1564 b
Feeding behaviour (E: E1 = salivation ; E2 = ingestion)
Number of salivation in the phloem tissues (n_E1) Poisson 6.123 ; 2 ; 0.047 272+x041 a 245+ 037 ab 181026 b
Total duration of salivation inthe phloem tissues (s_E1) (min) Gamma 3.030 ;2 ;0220 720+148 445+092 399+135
Number of sap ingestion in the phloem tissues (n_E2) Poisson 1.705 ;2 ;0426 213+033 210x0.32 1.72+023
Total duration of sap ingestion inthe phloem tissues (s_E2) (min) Gamma 12.38 ;2 ;0.002 22313 £2542 a 32466 £1953 b 323.00+2218b
MNumber of sustained sap ingestion in the phloem tissues (>10 min) (n_sE2) Poisson 0.107 ;2 ;0948 147 +£0.20 148012 1.56 £0.20
Total duration of sustained sap ingestion in the phloem tissues (10 min) (s_sE2) (min) Gamma 12,322 ;2;0.002 220012566 a 32200+2018 b 32199+22475Db
Time to first phloem phase (t>1E) (min) Cox 12.217 ;2;0.002 17836 +2483 a 10078 +1414 b 9992 +1287 b
Time to first sap ingestion in the phloem fissues (t>1E2) (min) Cox 12.983 ;2;0.002 22670 +26.01 a 12351 +19.70 b 105.18 + 1363 b
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Chapitre 3 : Etude des effets post-

acquisitions du TuYV et du CaMV sur Myzus

persicae
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Résumé du chapitre 3
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RESULTATS

Nous avons montré que les virus TuYV et CaMV modifiaient les interactions plante-
puceron de manieres propices a leurs acquisitions (chapitres 1 et 2). Cependant la transmission
virale ne dépend pas seulement de cette étape. Les pucerons doivent ensuite quitter la plante
infectée, et franchir la distance vers un nouvel hote. Cette étape inclut un jeline sur une période
plus ou moins longue, la localisation d’un hoéte susceptible et un comportement alimentaire adapté
a I'inoculation des particules virales dans les tissus appropriés. Etant donné que des phénomeénes
adaptatifs ont émergé pour favoriser les premiéres étapes de la transmission, il est vraisemblable
que ce soit également le cas pour les étapes consécutives.

Nous supposons que les modifications du vecteur, induites par l'infection virale, ne se
limitent pas aux étapes précédentes et concomitantes du contact avec la plante infectée mais
perdurent une fois que les pucerons ont quitté la plante sur laquelle ils ont acquis le virus (i.e.,
effets post-acquisitions). Les objectifs de cette étude sont de mettre en évidence des effets post-
acquisitions sur le comportement et la physiologie des pucerons vecteurs. Les effets post-
acquisitions pourraient, tout comme les modifications des vecteurs lors de leur séjour sur les
plantes infectées, dépendre du mode de transmission (voir le Chapitre 1 pour le virus NCSP CaMV
et le Chapitre 2 pour le virus CP TuYV). Ainsi, I'utilisation du CaMV et du TuYV dans ce chapitre
permettra de comparer les effets post-acquisitions en mettant en perspective les adaptations liées
a deux modes de transmission distincts.

Toutes les expérimentations sur les pucerons ont été effectuées en utilisant des individus
adultes ayant été en contact avec une Arabidopsis saine, infectées par le TuYV ou le CaMV durant
trois jours. La dispersion de plante a plante a été étudiée en déposant des pucerons viruliferes, ou
non, sur des plantes saines afin de s’affranchir d’'une réponse des pucerons au statut infecté des
plantes. En complément, une aréne constituée de cercles concentriques a été utilisée pour
mesurer la motilité des pucerons hors des plantes. L’état physiologique des pucerons a été évalué
en quantifiant les ressources énergétiques (i.e., lipides) dont ils disposent en quittant la plante
infectée, en mesurant leur masse, et en estimant la survie sans alimentation (durée maximale dont
disposent les pucerons pour trouver un nouvel hote). Une étude métabolomique quantifiant
notamment les acides aminés, les sucres, et des molécules de défenses, a été réalisée sur les
plantes afin d’évaluer I'impact de I'infection sur la qualité nutritionnelle de ces derniéres pour les
pucerons.

Aprés s’étre alimenté pendant trois jours sur les plantes infectées, les pucerons viruliferes,
quel que soit le virus, ont une propension supérieure a la dispersion entre les plantes ; alors que
seul le CaMV améliore leur motilité hors-plante. Les pucerons viruliferes CaMV sont plus petits et
survivent moins longtemps lorsqu’on les prive d’alimentation en comparaison des pucerons non-
viruliferes ou porteurs du TuYV. Les pucerons s’étant alimentés sur les plantes infectées par le
CaMV accumulent également moins de ressources énergétiques sous forme de lipides. Ce stress
physiologique est corrélé avec une forte perturbation métabolomique des plantes infectées par le
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CaMV. Les traits d’histoire de vie des pucerons viruliféres TuYV, ainsi que le métabolome des plantes
infectées par le TuYV, sont en revanche trés similaires aux conditions sans virus.

Nos résultats confirment I’existence d’effets post-acquisitions des deux types de virus (NCSP
et CP) sur la motivation des pucerons viruliferes a se disperser entre les plantes. La réduction des
ressources énergétiques et la détérioration des traits d’histoire de vie des pucerons viruliféeres CaMV
témoignent d’un état de stress physiologique marqué. La qualité nutritive médiocre des plantes
infectées par le CaMV pour les pucerons les contraint probablement a rechercher activement un
nouvel hote. Les particules virales du CaMV étant retenues dans les stylets des pucerons durant une
période restreinte (quelques heures), ces modifications comportementales du vecteur sont
favorables a la transmission du CaMV alors que les effets physiologiques négatifs ne sont que peu
impactant. Ce type d’effets négatifs sur le métabolome des plantes infectées ou sur la physiologie
des pucerons viruliféres, n’est pas retrouvé pour le TuYV qui est un virus persistant dans le puceron,
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et qui de fait, n’est pas soumis aux mémes contraintes évolutives que le CaMV.

Les points marquants :
¢ Un contact limité de trois jours avec une plante infectée est suffisant pour reprogrammer la physiologie
et le comportement du vecteur Myzus persicae.

¢ Les perturbations métabolomiques causées par l'infection du CaMV chez Arabidopsis influencent
drastiquement et négativement les traits d’histoire de vie de Myzus persicae incitant une dispersion
rapide et la recherche d’un nouvel héte.

¢ Les pucerons viruliferes TuYV ont une dispersion augmentée malgré I'absence de stress physiologique.
Le mécanisme a l'origine de ce comportement reste a identifier mais pourrait étre un effet direct du virus
dans le puceron apreés son internalisation.

¢ Cette étude fournit des arguments convaincants selon lesquels des phénomeénes évolutifs adaptatifs
ont été sélectionnés pour améliorer la transmission apres I'étape de I'acquisition virale.
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Abstract

Epidemics of vector-borne human and plant diseases are frequently dependent on the behavior of their
arthropod vectors. Many plant viruses have evolved to influence the behavior of their vectors - mainly
piercing-sucking insects - to enhance their transmission. However, most of the research done to date has
concentrated on virus-(pre-)acquisition vector behavior. In this study, we compared two viruses, TuYV and
CaMV, with different transmission strategies, and showed that plant viruses can influence the physiology
of their vectors to modify the behavior they exhibit after leaving the infected plant on which they acquired
the virus, and thus increase the chances of virus inoculation in a new host. We show that both TuYV and
CaMV increased the dispersal of viruliferous aphids, while CaMV alone improved aphid motility. CaMV-
viruliferous aphids were smaller and survived less than non-viruliferous aphids without food sources. This
physiological stress in aphids correlates with a strong disruption of the metabolomic profile of CaMV-
infected plants. The poor quality of CaMV-infected plants as a host for aphids certainly drives them to
actively forage for a new host, and thus promote CaMV virions inoculation, which are rapidly lost by the
aphid. These negative effects on the metabolome of infected-plants are not observed for TuYV infection,
which is persistent in the vector and not subject to the same evolutionary constraints. This study provides
arguments that adaptative evolutionary phenomena have also emerged to improve viral transmission
after the step of viral acquisition. Additional research is now required to establish whether the post-
acquisition changes are specific to virus mode of transmission and to decipher to metabolic impact of
vector physiology.

Introduction

Plant virus infection often modifies host physiology, resulting in phenotypic changes that can impact color,
growth, primary and specialized metabolites, volatile organic compounds, and other traits (Culver &
Padmanabhan, 2008). In the case of arthropod-transmitted plant viruses, these phenotypic changes can
influence vector behavior and thus affect the virus transmission, with subsequent epidemiological,
ecological, and agronomic implications (Mauck et al., 2012, 2016). The term "parasite manipulation" is
used when the co-evolution between a host, a pathogen, and its vector leads to a modification of the host
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phenotype and/or vector's behavior that is favorable to the dissemination of the pathogen in its
environment (i.e., infection of a new host) (Poulin, 2010). Although it may seem difficult to provide
definite evidence for manipulation by a (plant) virus (Heil, 2016), it is still reasonable to assume that
natural selection will rarely be indifferent to a pathological effect that significantly influences viral
transmission (Mauck et al., 2010). The literature suggesting host and vector manipulation by vector-borne
pathogens, including plant viruses, is rapidly growing (Eigenbrode et al., 2018; Mauck et al., 2018). Several
modeling efforts show that manipulating a single vector behavioral trait, such as host preferences,
drastically alters pathogen epidemiology (Gandon, 2018; Roosien et al., 2013; Sisterson, 2008). This can
also have economic impacts when both yield losses and the cost of pesticide treatments are considered
(Eigenbrode & Gomulkiewicz, 2022).

The potential evolutionary advantage produced by altered vector behavior depends in part on the virus
transmission mechanism (Mauck et al., 2012). Plant viruses can be classified depending on the nature of
the interaction with the vector and the retention time of virions in the vector (also called persistence).
Non-circulative non-persistent viruses bind to cuticular surfaces of vector mouthparts only transiently
(minutes to hours) and are acquired from and inoculated into most plant tissues. In contrast, most
circulative-persistent viruses are phloem-limited and only acquired from this tissue. The circulative viruses
traverse the intestine, cycle through the hemolymph and, finally, penetrate and are retained in the
salivary glands of the vector for days or lifelong (Gray & Gildow, 2003; Hogenhout et al., 2008). General
predictions suppose that these viruses would benefit from fast and prolonged access of vectors to the
phloem, which would facilitate virus acquisition. Several studies have shown that potato leafroll virus
(PLRV, family Solemoviridae), a phloem-limited and circulative virus, increases aphid settling on infected
plants and improves aphid feeding and performance on these plants, compared to healthy potato plants
(Eigenbrode et al., 2002; Patton et al., 2020; Rajabaskar et al., 2013). On the contrary, the non-circulative
cucumber mosaic virus (CMV, family Bromoviridae) negatively impacts the performance and feeding of its
vector, promoting rapid aphid dispersion after fast acquisition of the viral particles from the epidermal
and mesophyll tissues (Mauck et al., 2010, 2014; Shi et al., 2021). These observations support the idea
that the effects of plant viruses on host phenotypes and vector behavior may be adaptive. A special case
are non-circulative semi-persistent viruses that are longer retained (some hours to days) in the vector
mouthparts than non-persistent viruses, but considerably shorter than persistent circulative viruses. Most
non-circulative semi-persistent viruses are phloem-limited, with the notable exception of cauliflower
mosaic virus (CaMV, family Caulimoviridae) which can be efficiently acquired from most tissues including
the phloem sieve tubes (Palacios et al., 2002). However, studies on plant-mediated manipulation of vector
behavior focus disproportionately on circulative persistent and non-circulative non-persistent viruses,
leaving the semi-persistent viruses largely unexplored (Mauck & Chesnais, 2020).

One crucial but overlooked consideration is that, to efficiently transmit, viruliferous vectors (i.e. virus-
carrying insects) must travel for different lengths of time and over different distances (Blanc & Michalakis,
2016). During this crucial step for virus transmission (Shaw et al., 2017), many elements can influence the
success of transmission, such as the weather, the presence of susceptible host-plants in the environment,
the vector locomotor abilities, or just the vector survival (Crossley et al., 2022; Thresh, 1978). After leaving
the initial infected plant, a vector harboring better dispersal abilities and/or a higher survival rate would
undoubtedly increase the chances of viral transmission. Only a handful of empirical studies present
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evidence that such transmission-conducive effects of viruses extend beyond the acquisition access period
with a combination of pre- and post-acquisition effects. For example, conditional vector preferences
based on plant volatiles (or palatability cues) have been observed, where viruliferous aphids preferred to
orient (or settle) towards healthy plants, whereas non-viruliferous aphids preferred infected plants
(Carmo-Sousa et al.,, 2016; Rajabaskar et al., 2014). Recently, we observed that viruliferous aphids
exhibited an increased activity level in locomotor and dispersal assays (Chesnais et al., 2020). The
underlying mechanisms of post-acquisition effects are mostly unknown (Mauck et al., 2019) but could be
mediated by direct virus effects on the aphid (Ingwell et al., 2012), or indirect (plant-mediated) effects
(Marmonier et al., 2022). These former studies have been conducted on circulative-persistent viruses,
although the selection pressure is supposedly stronger for non-persistent viruses which are lost very
quickly after acquisition by their vectors.

Since viruses interfere with the behavior of their vectors through adaptive evolutionary mechanismes, it is
likely that these modifications not only affect virus acquisition but also the transmission step during which
the viruliferous vector travels from an infected plant toward a healthy plant for inoculation (Carr et al.,
2020). To investigate this hypothesis, we compared the post-acquisition behavior of two viruses whose
biology is well described and which have opposite transmission modes —and hence, different evolutionary
constraints. Turnip yellows virus (TuYV, family Solemoviridae) is a phloem-limited virus that is transmitted
by aphids in a circulative and persistent manner. In contrast, cauliflower mosaic virus is transmitted in a
non-circulative, semi-persistent manner. Aphids can acquire or inoculate CaMV virions within seconds
during the first test punctures (Moreno et al., 2012; Palacios et al., 2002). The reversible and supposedly
rather weak attachment of virus particles in the common channel of the aphid stylets allows virions to be
retained only for a few hours after acquisition (Blanc et al., 2014; Uzest et al., 2007, 2010). The semi-
persistent transmission of CaMV implies solid evolutionary constraints on aphid transmission (Ng & Zhou,
2015; Zhou et al., 2018). We predict that the post-acquisition effects of CaMV on its aphid vector will be
more pronounced than that of TuYV which is retained in the aphid body for an extended time. We
compared the aphid motility and dispersion behavior, together with fitness parameters of viruliferous and
non-viruliferous aphids. These analyses were combined with metabolomic analyses of infected plants and
viruliferous aphids. Overall our study confirmed that both viruses have post-acquisition effects on vector
behavioral and physiological responses, and indicated that the magnitude of these effects could be related
to the different evolutionary constraints imposed by the virus mode of transmission.

Results

Aphid locomotor activity and dispersion behavior

To estimate the ability of a viruliferous aphid to disperse to a new host, and thus, to potentially inoculate
the virus, we first measured the locomotor activity of viruliferous or non-viruliferous aphids. Aphids were
placed in the center of a target composed of several concentric circles and allowed to move freely for five
minutes (Figure 1A) (see detailed protocol in (Chesnais et al., 2020)). Compared to the non-viruliferous
and TuYV-viruliferous aphids, aphids from CaMV-infected plants reached a spatial area that is almost twice
as far from the center of the target (“farthest area”) and crossed a significantly greater number of spatial
zones (“crossed areas”) (GLMM, Df = 2, x> = 19.885, p < 0.001; x* = 31.55, p < 0.001). It is worth noting
that during the five minutes allotted to the aphids to move on the target, no aphid from a non-infected
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or TuYV-infected plant crossed the tenth and outer most spatial zone, while 10 % of the aphids from
CaMV-infected plants reached this zone and even left the target (Pearson’s Chi-squared test, Df = 2, x’=
8.750, p = 0.013).

After demonstrating the effect of the plant infection on the locomotor activity of the aphid vector, we
evaluated whether the aphid status (viruliferous or not) altered the aphid retention and dispersion rates
on and from healthy plants (Figure 1D). The retention of viruliferous aphids, regardless of the virus, was
significantly lower for virus-carrying than for non-viruliferous aphids (GLMM, Df = 2, x? = 15.434, p < 0.001)
(Figure 1E). Compared to non-viruliferous aphids, the dispersal of viruliferous aphids was significantly
increased by a factor of three and five for TuYV-viruliferous and CaMV-viruliferous aphids, respectively
(GLMM, Df = 2, x* = 15.804, p < 0.001) (Figure 1F).
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Figure 1. Post-acquisition effects of TuYV and CaMV on aphid locomotion and settling behavior. (A) Experimental
design of the locomotor activity assay. Single aphids were placed on the target arena and their movements recorded
for 5 min after 72 h infestation of non-infected plants (Mock) or infected plants [either turnip yellows virus (TuYV)
or cauliflower mosaic virus (CaMV)] (N = 30). (B) The farthest spatial zone reached from the center of the target
(Mean + SEM). (C) The total number of spatial zones crossed (Mean * SEM). (D) Experimental design of the
settlement assay. Fifteen non-viruliferous, TuYV-viruliferous, or CaMV-viruliferous aphids were placed on leaves
from a healthy “release” plant and allowed to disperse during 24 h to an adjacent healthy “choice” plant (N = 18).
The two plants were contained in a 10 cm diameter pot. (E) Percentage of aphids recovered on the “release” plant
(Mean + SEM). (F) Percentage of aphids recovered on the adjacent “choice” plant (Mean + SEM). Any aphid not
found on "release" or "choice" plants at the end of the 24-hour experiment was considered as non-responding and
excluded from the analysis. The percentage of non-responding aphids was 2.6 %, 1.85 %, and 0.39 % for non-
viruliferous, TuYV- and CaMV-viruliferous aphids, respectively. Different letters indicate significant differences
between aphid status with the GLMM followed by pairwise comparisons using “emmeans” (p < 0.05 method: Tukey).
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Aphid life history traits

While dispersing from an initial host plant to a new suitable one, aphids face a fasting period of variable
duration. The physiological condition of the aphid at the moment of leaving the plant is expected to
determine the probability of successfully reaching a new host. We evaluated the aphid physiological
condition by using body mass as a proxy and by measuring aphid survival rate over time when dispersing
from healthy or CaMV- and TuYV-infected host plants (Figure 2). The biomass of dried aphids from TuYV-
infected and CaMV-infected plants was significantly lower than that of aphids from non-infected plants
(GLMM, Df = 2, x* = 10.499, p = 0.001; x*> = 193.83, p < 0.001, respectively) (Figure 2A). The weight
reduction caused by CaMV was more important than that caused by TuYV (35.71% vs. 5.16%,
respectively). Aphids reared 3 days on CaMV-infected plants survived significantly less time than aphids
reared on non-infected plants (Cox model, Df = 1, x* = 48.415, p < 0.001), whereas aphids from TuYV-
infected plants had the same survival rate than aphids from non-infected plants (Cox model, Df = 1, x% =
1le-04, p = 0.994) (Figure 2B). In addition, we observed a strong correlation between the survival time and
the aphid biomass for aphids from CaMV-infected plants (Pearson’s correlation, Df = 87, t = 5.118, p <
0.001; r? = 0.48) (Figure 2C) whereas no correlation was detected for aphids from TuYV-infected plants or
non-infected plants (from both experiments) (Pearson’s correlation, p > 0.05).

104



k 21 *
of ;" . > 9
75 fe, X WL 75 o *
3 e ERTIG
5 e 5 ST
g ..i' g .'.."_Z‘
el EOE 2P pwt b D
® 50 4 ® 50
[ [
2 2
oy o HE
a a » L
B .
25 25 b
g
Mock TuYV Mock CaMV
B
1.0 1.0+
Mock % Mock
g 0.8 Tuyv g 0.8 — CaMV
o . o
S 0.6 S 0.6
z z
2 2
- 0.4+ - 0.4
e e
Q. Q.
< 0.2 < 0.2
0 T T T T L) 0 T T T _\_‘ T 3 |
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Hours Hours
C
A A ® A Ao Moo A A A
’f 75 A s A Ao ° 15 75
g Ao A Ao L] oe * 0 o e * g
I | S sty o z
£ £
f 50 A& ARg siededs A oA f 50
s oA o Mo o o s
; - ML 0 A *” o o * ;
2 2
2 2 = - Mock 2 25]
Q. Q.
< TuYV <
0 0
40 50 60 70 80 90 25 50 75
Dry weight (ug) Dry weight (ug)

Figure 2. Dry body mass and survival of aphids after feeding for three days on non-infected, TuYV-infected, or CaMV-
infected plants. (A) Biomass of single aphids from non-infected or infected plants (N = 100). (B) Aphid survival rate
without access to food after three days infestation of non-infected or infected plants (either TuYV or CaMV) (N =
100). (C) Correlation between aphid biomass and aphid survival time (N = 100). Asterisks indicate significant
differences between treatments (GLMM for aphid dry weight and Cox model for aphid survival, p < 0.05).
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Since lipids are a major energy resource for insects that could account for their capacity to disperse and
survive, we analyzed the lipid content of aphids from mock-inoculated, CaMV- or TuYV-infected plants
(Figure 3). We observed that the lipid content of aphids from CaMV-infected plants was significantly
reduced compared to control aphids (GLMM, Df = 2, x> = 9.303, p = 0.001). Aphids from TuYV-infected
plants have an intermediate value.
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Figure 3. Lipid content of individual aphids from non-infected, TuYV-infected, or CaMV-infected plants (Mean *
SEM). Different letters indicate significant differences between treatments as tested by GLMM followed by pairwise
comparisons using “emmeans” (p < 0.05 method: Tukey).

Quantification of primary and secondary metabolites in the host plants

To understand how a short period of infestation (3 days) on infected-plants could strongly impact the
dispersal behavior and physiology of aphid vectors, we performed a metabolomic analysis of healthy and
infected plants. Principal Component Analysis (PCA) clearly differentiated the three conditions, non-
infected plants, TuYV-infected and CaMV-infected plants indicating that both virus infections affect plant
metabolite patterns (Figure 4A). Considering a p-value below 0.05 and a Log2 Fold Change higher than
|1], a total of 85 metabolites (71 up / 14 down) were found to differentiate TuYV-infected plant vs.
control, while CaMV infection modified the accumulation of 398 metabolites (300 up / 98 down)
compared to the control (Figure 4D, E). A targeted metabolomic analysis on components important in
plant-aphid interactions (i.e., amino acids, flavonoids, glucosinolates, hormones, and sugars) confirmed
the stronger metabolites deregulations in CaMV infected plants compared to TuYV infection (Figure 4F).
TuYV and CaMV infections increased the amount of all sugars detected (except raffinose which remained
unchanged in CaMV infected plants compared to mock). This trend was further confirmed by enzymatic
measurements showing significantly increased quantities of glucose and fructose in TuYV- and CaMV-
infected plants compared to mock-inoculated plants (ANOVA, Df = 2, X2 = 4.630, p = 0.004; x> = 4.586 p =
0.006) (Figure 4B, C). Concerning amino acids, only threonine differentially accumulated in mock-
inoculated vs. TuYV-infected plants, whereas CaMV infection increased the accumulation of most amino
acids (15 out of the 19 detected). Furthermore, CaMV reduced accumulation of the glucosinolates
glucoraphanin and methoxyglucobracissin, and increased the accumulation of hormones and derivatives
as salicylate, salicylate glucose, dihydroberberine glucose, methyl jasmonate, pipecolic acid, and N-O-
glucosyl-pipecolic acid (Figure 4F).
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Figure 4. Impact of infection by TuYV or CaMV on the metabolism of Arabidopsis thaliana. (A) Principal component
analysis (PCA) of all metabolomic data sets from mock-inoculated, TuYV- and CaMV-infected leaves (N = 5). (B, C)
Relative glucose and fructose quantity in the leaves of mock-inoculated, TuYV- or CaMV-infected plants assayed by
enzymatic reaction (N = 10). The box plots show median (line), 25-75% percentiles (box), 10-90% percentiles
(whisker), and outliers (dots). Different letters indicate significant differences between plant infection status as
tested by one-way ANOVA followed by pairwise comparisons using “emmeans” (p < 0.05 method: Tukey). (D, E)
Volcano plots depicting total metabolomic accumulation in the comparison (D) TuYV-infected vs. mock-inoculated
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plants or (E) CaMV-infected vs. mock-inoculated plants. The following criteria were used: p-value < 0.05 and Log2
Fold Change >|1|, metabolites significantly enriched in infected plants are contained in the red box while those
enriched in healthy plants are contained in the blue one. (F) Heatmap showing a targeted metabolomic analysis of
Arabidopsis infected by TuYV or CaMV. Significant Log2 Fold Changes of metabolites are indicated by the blue to
orange gradient according to the scale bar. Statistical analyses were performed by Tukey’s honest significant
difference method followed by false discovery rate (FDR) correction, with FDR < 0.05. For FDR 2 0.05, Log2 fold
changes were set to 0. AA: amino acids; F: flavonoids; GL: glucosinolates; H: hormones; O: others; S: Sugars.

Discussion

Numerous studies have shown that viruses and other parasites modify hosts and vectors to maximize
their transmission (Gandon, 2018; Lefevre et al., 2006; Mauck et al., 2018). However, the majority of these
studies focus only on host-vector interactions enabling the first stage of transmission, i.e., the acquisition
of pathogens by the vector (Mauck et al., 2016). Adaptive phenomena may have emerged to facilitate the
latter stage, the inoculation, by acting on the dispersal behavior or the physiology of the viruliferous vector
(Michalakis, 2016). Additionally, we can surmise that these potential post-acquisition effects would differ
depending on the virus transmission mechanism and their evolutionary constraints, as has already been
observed for pre-acquisition effects (Mauck et al., 2012, 2018). We describe here a set of viral post-
acquisition effects on aphid vectors that are expected to promote the propagation of two viruses with
different modes of transmission. Both circulative and non-circulative viruses, TuYV and CaMV, increased
the rate of viruliferous aphid migration from plant to plant, which is conducive to their transmission.
However, CaMV, for which the temporal constraints are the most stringent (short retention time by the
aphid vector), also strongly altered the metabolomic profile of its host plant, negatively impacting the
aphid performance and at the same time increasing motility, both encouraging rapid dispersion from the
infected plants. These findings provide an ecological insight that plant virus “manipulations” extend
beyond the pre-acquisition and the contact periods of the vector with the infected host, and also alter the
emigration process of the viruliferous vector.

Although some studies have shown post-acquisition effects of circulative-persistent viruses on vector
motility and dispersion behavior, to our knowledge, none considered non-circulative viruses. Notably,
previous experiments have shown that M. persicae carrying TuYV, and alate of Rhopalosiphum padi
carrying BYDV, exhibited altered locomotor activity and flight capacities, respectively (Chesnais et al.,
2020; Levin & Irwin, 1995). In our experiment, we showed that, even in the absence of host plant, CaMV-
viruliferous aphids displayed higher locomotion activities than non-viruliferous or TuYV-viruliferous
aphids (Figure 1 B, C). This is the first time that post-acquisition effects of NC viruses on aphid motility are
reported. In view of the weak and short interaction between the vector and this stylet-borne NC, it can
be assumed that these effects are mainly plant-mediated, although direct effects cannot be ruled out as
they have been recently observed on the same pathosystem (Verdier et al., 2023). Motility of TuYV-
viruliferous aphids are not consistent with a previous experiment (Chesnais et al., 2020) that used a
different plant species (TuYV-infected Montia perfoliata) for virus uptake. This observation supports the
importance of host-plant species in these finely tuned tripartite interactions, and orients towards indirect
and species-specific plant-mediated effects rather than direct effects on vector.

The increased motility observed for CaMV-viruliferous aphids may allow them to find a host plant more
easily, and in fine promote overall virus transmission. This hypothesis is supported by the results of the
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migration tests (Figure 1 E, F) which show a higher propensity to leave the initial host plant, and
consequently a higher probability to colonize an adjacent “choice plant”, for both CaMV- and TuYV-
viruliferous aphids compared to non-viruliferous ones. Our observations are consistent with previous
experiments (performed with M. perfoliata) showing that the TuYV carrying M. persicae dispersed more
readily to the adjacent plant (Chesnais et al., 2020). Prior experiments with several Solemoviridae (BYDV,
PLRV, CABYV) also documented changes in aphid vector dispersal preferences between infected and
healthy plants after feeding on infected plants (Carmo-Sousa et al., 2016; Ingwell et al., 2012; Rajabaskar
et al., 2014). This suggests that feeding on infected plants may change some aphid physiological aspects
responsible for the capacity or motivation for foraging, with virus-specific effects and mechanisms that
could be related to their mode of transmission. Motivation to walk or settle can be triggered by different
abiotic (temperature, wind, rain..) and biotic (natural enemies, aphid population densities, host
qualities...) factors (Claflin et al., 2017; Irwin et al., 2007). However, unlike the previously mentioned
studies, our experiments were conducted with two healthy plants. In this condition, only the viruliferous
status of the vector aphid is taken into account in the dispersion assays, and not the effect of virus
infection on the host plant phenotype. Our results indicate that both TuYV- and CaMV- viruliferous
apterous M. persicae may have an intrinsic lower motivational threshold for initiating and pursuing
locomotor activities. Two hypotheses to explain the post-acquisition effects can be made on the
underlying mechanisms: i) direct effects of the virus on the vector physiology, although and a recent study
does not point in this direction (Marmonier et al., 2022); or ii) indirect effects, i.e., components in the
infected plants acquired by aphids . In both cases, the greater propensity of viruliferous aphids to move
among adjacent plants is expected to promote virus transmission by modeling frameworks, regardless of
the virus transmission mechanism (Roosien et al., 2013; Shaw et al., 2017). Our findings show evidence
that both circulative persistent and non-circulative semi-persistent plant viruses can modify locomotor
activity of aphid vectors in biologically meaningful ways.

A lower motivation threshold of viruliferous aphids to leave the plant might synergize with potential virus
effects on aphid life history traits, such as survival, if these effects increase the odds of viruliferous aphids
to find a suitable host plant (Blanc & Michalakis, 2016). On the contrary, our results show that the survival
of aphids after leaving CaMV-infected plants was reduced by approximately one third, while aphids
leaving TuYV-infected Arabidopsis survived about the same duration than control aphids. This drastic
decline in the survival of M. persicae carrying CaMV is strongly correlated with their lower biomass
observed after feeding three days on CaMV-infected Arabidopsis. To a lesser extent, the biomass of aphids
on TuYV-infected plants is also reduced, as already observed in previous studies (Bogaert et al., 2020;
Chesnais, Mauck, et al., 2019), but without affecting their survival after leaving the plant. The shorter
survival of aphids on CaMV-infected plants could also be explained by the lower lipid reserves , which play
a key role in survival duration of insects (Arrese & Soulages, 2010). This trend of reduced aphid
biomass/size and lipid quantity has been previously shown for circulative viruses (Ghodoum Parizipour et
al., 2021; Moiroux et al., 2018), but not yet described for non-circulative such as CaMV. Lipids are not
correlated with fecundity in aphids (Gwynn et al., 2005), but could have other consequences on virus and
vector dispersal since lipids are the main resource used for long-range flight in alate aphids (Liquido &
Irwin, 1986; Yao & Katagiri, 2011). Our results on apterae vectors should first be confirmed on winged
aphids before drawing any conclusions, as these are the most dispersing vector form. Overall, the CaMV
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effects on aphids' life history traits could be seen as counter-adaptive, since it is difficult to reconcile a
lower survival rate with a virus transmission facilitation. However this pattern resembles to the ‘pull-push’
strategy described for the CMV, another non-circulative virus (Carmo-Sousa et al., 2014). Indeed, both
CMV and CaMV tend to promote vector settling and feeding behavior (Chesnais et al., 2021; Mauck et al.,
2010), but quickly induce vector emigration which would promote their dispersal.

Post-acquisition effects observed on aphid physiology and behavior could be related to altered host plant
quality. Viruses are known to affect plant nutritional quality, for example by altering ratios of
carbohydrates to free amino acids in the phloem where aphids are feeding (Mauck et al., 2014). Our
metabolic analysis has shown a substantially greater metabolic alteration induced by CaMV compared to
TuYV infection, which is in accordance with the recent transcriptomic analysis performed on the same
pathosystem (Chesnais et al., 2022). This result may be partially driven by the restriction of TuYV infection
to phloem tissue in contrast to CaMV that infects all plant tissues, which is also closely related to virus
mode of transmission. This close metabolomic similarity between a TuYV-infected plant and a healthy
plant may explain the lack of (or reduced) effects of TuYV on the physiology of its aphid vector.

More in detail, our results showed that the sugars are significantly accumulated in the infected plants
compared to healthy plants. Although we did not quantify levels of these metabolites in the phloem, they
are likely also enhanced in this tissue (Nadwodnik & Lohaus, 2008; Shalitin & Wolf, 2000). Accumulation
of sugars is expected to enhance palatability for aphids (Mittler et al. 1970; Chapman 2003), but, inversely,
high sugar concentrations can increase osmotic stress and reduce aphid performance (Abisgold et al.,
1994; Douglas et al., 2006). Since similar increase in sugar concentrations have been observed in both
TuYV- and CaMV-infected plants, they cannot be responsible for the post-acquisition effects observed on
aphid survival. Free amino acids were enhanced in CaMV-infected Arabidopsis but not in TuYV-infected
plants, except threonine. Usually, a strong increase of amino acids could be beneficial to the aphids, as a
low sugar to amino acids ratio is an important indicator of nutrition quality for phloem-feeding insects
(Douglas, 2003). This is particularly true for glutamine and asparagine, which are the two amino acids
preferentially taken up by aphids (Leroy et al., 2011). However, in our experiments, aphids’ performances
were reduced on CaMV-infected plants. Therefore, amino acids accumulations are unlikely to explain
post-acquisition effects, at least not in their role as nutrients.

Amino acids, however, also play a role in plant immunity, either directly or as a precursor of defense
pathways. The non-proteinogenic amino acids, y-Aminobutyric acid (GABA) and pipecolic acid, which over-
accumulated in CaMV-infected plants, are respectively involved in responses to biotic or abiotic stress
(Bown & Shelp, 2016) and in the activation of systemic acquired resistance (SAR) in A. thaliana (Bernsdorff
et al,, 2016; Chen et al., 2018). In the same manner, tryptophan and phenylalanine also accumulated in
CaMV-infected plants and are implicated in defense pathways allowing the production of salicylic acid
(Lefevere et al., 2020), glucosinolates (Kim & Jander, 2007) and camalexin (Glawischnig et al., 2004), both
former having repellent effects or even reducing M. persicae fecundity (Hopkins et al., 2009; Kettles et al.,
2013). While the glucosinolates or phytoalexins did not vary in infected plants (except for glucoraphanin
and methoxyglucobracissin which slightly under-accumulated), SA and its derivatives were
overrepresented for CaMV infected plants and might contribute to the reduced host quality and post-
acquisition effects observed on aphid performances. Surprisingly, in other investigations, CaMV P6 protein
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was found to be a repressor of SA that facilitates bacterial growth (Love et al., 2012; Zvereva et al., 2016).
In all cases, it has been shown that virus infection frequently modifies the SA pathway, resulting in altered
plant-insect interactions (Ding & Ding, 2020; Morkunas et al., 2011; Pan et al., 2021). Tomato infection by
tomato spotted wilt virus (TSWV) is associated with upregulation of SA signaling (Tomitaka et al., 2015)
which increases the attractiveness of its insect thrips vector. On the contrary, activation of SA pathway
and signaling is required for a wide spectrum of defensive responses in A. thaliana against Brevicoryne
brassicae (Kusnierczyk et al., 2008), and is partially involved in the reduction of Schizaphis graminum aphid
growth and reproduction on barley (Chaman et al., 2003). Because viral effects on hormones might
fluctuate throughout infection, it would be interesting to evaluate SA accumulation, and its derivatives,
at different time post-infection (Zhao et al., 2022), to confirm their role on the aphid physiology feeding
on CaMV-infected plants.

To summarize, our results present strong evidence that both a circulative persistent and a non-circulative
semi-persistent plant virus have post-acquisition effects on their vector behavior and physiology. These
effects are virus-specific, and could be related to their mode of transmission. Both viruses seem to reduce
the motivation threshold of viruliferous aphids to leave the plant, which is expected to increase virus
transmission from plant to plant. For the circulative virus TuYV, which is retained in aphid for its whole
life, has limited impact on its vector physiology, which is expected as reduced aphid survival or
performance would be highly detrimental for this type of viruses (Sisterson & Stenger, 2016). On the
contrary, CaMV has additional physiological effects on vector which could promote rapid aphid dispersal,
and be part of a ‘pull-push’ strategy (Michele Carmo-Sousa et al., 2014). Our metabolite analysis of
infected plants provides evidence that aphid performances are strongly affected by host plant quality, and
SA pathway might be the main contributing factor. In line with analyses performed on plants,
transcriptomic analyses have revealed contrasted patterns between TuYV and CaMV viruliferous M.
persicae (Chesnais et al., 2022). A global metabolic analysis on viruliferous aphids could help deciphering
the post-acquisition effects. While our work demonstrates the importance of considering post-acquisition
effects, their importance in terms of viral transmission dynamics remains to be estimated. In addition,
further experiments are needed to identify the underlying mechanisms and disentangle direct virus
effects from plant-mediated effects on post-acquisition responses of aphids.

Materials and methods
Aphids

The Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) clone was originally isolated in the Netherlands.
Aphids were reared on Chinese cabbage (Brassica rapa L. pekinensis var. “Granaat”) in a growth chamber
at 20 £ 1 °Cand a 14/10 h light/dark photoperiod. Only wingless forms were used in the experiments. For
synchronization, adults were placed on detached Chinese cabbage leaves that were laid on 1 % agarose
in a Petri dish. The adults were removed 24 h later and the new-born larvae used in experiments 7 days
later.

Plant growth, virus inoculation and aphid infestation
Seeds of Arabidopsis thaliana Col-0 were germinated in TS 3 fine substrate (Klasmann-Deilmann, Geeste,
Germany) in pots (70 mm x 70 mm x 65 mm) and cultivated at 8 h light / 16 h dark photoperiod at 20 +
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1°C. Two-week-old plants were inoculated with 3-5 wingless Myzus persicae aphids that had been allowed
a 24 h acquisition access period on Arabidopsis infected with TuYV isolate FL1 (Veidt et al., 1988) or CaMV
isolate Cabb B-JI (Delseny & Hull, 1983) or on healthy Arabidopsis. Plants were individually wrapped in
clear plastic vented bread bags to prevent cross contamination. Aphids were manually removed with a
brush after a 24 h inoculation period. Eighteen days post-inoculation (dpi) ten (or fifteen for migration
essay) synchronized aphids were placed for infestation on the rosette of TuYV- or CaMV-infected or mock-
inoculated plants. After 72 h infestation (= 21 dpi), aphids were gently removed with a brush and used for
experimentations.

Aphid velocity

Dispersion behavior of viruliferous and non-viruliferous aphids were monitored on a target arena
following the protocol described in Chesnais et al. (2020). One by one, an aphid, either viruliferous or not,
was deposited in the center of a paper arena (285 mm diameter), which was divided into 10 concentric
circles (“spatial zone”) spaced by 15 mm and covered with a transparent glass plate. After three
measurements, the glass surface was cleaned with ethanol. To minimize external stimuli, the arena was
enclosed with four white cardboard “walls” and a white LED was positioned above the arena for equal
illumination. For each aphid, we determined the number of spatial zones crossed (parameter “Crossed
area”) and the maximum zone reached (parameter “Farthest area”). The test was stopped if (i) the aphid
crossed the 10th spatial zone and left the arena, or (ii) at the end of 300 s. Three blocks of ten aphids were
used for each aphid status (TuYV- or CaMV-viruliferous and non-viruliferous) and the experiment was
conducted twice.

Migration assay

Two Arabidopsis were sown in a circular pot (10 cm diameter). When the plants were 5-weeks-old (stage
in which the plants are small and do not directly touch each other), fifteen aphids (TuYV- or CaMV-
viruliferous or non-viruliferous) were released on one of the two plants. After 24 h, the number of aphids
on each of the two plants was counted. Aphids found on the release plant were used to estimate the
“retention”, while aphids found on the neighboring plant counted as “dispersion”. In total, eighteen
replicates were performed for each condition (6 experiments * 3 repetitions per condition).

Survival and aphid biomass

Fifty viruliferous or non-viruliferous aphids, collected in batches of ten from five different plants, were
individually placed in a glass hemolysis tube. No feeding was possible for these aphids. The mortality of
the aphids was recorded 3 times a day, every day until all aphids were dead. Finally, the dry weight of the
same aphids was measured with a microbalance Sartorius MSE3.6P-000DM, after incubation in an air oven
at 32 °C for 48 hours in order to eliminate the water from the aphid bodies. This experiment was
performed twice for the comparison CaMV-viruliferous vs. non-viruliferous and twice for the comparison
TuYV-viruliferous vs. non-viruliferous aphids, respectively.

Aphid lipid quantification

The quantity of lipid in aphids was measured using a chloroform-methanol extraction method as described
in Moiroux et al. (2018). Aphids were first dried in an air oven at 32 °C for 48 h and weighed with a
microbalance. Aphids were then individually placed in a chloroform-Methanol solution (2:1, v:v) in glass
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hemolysis tubes (500 ul per tube) for 3 days. The extraction solution was removed and the aphids dried
as indicated above and weighed a second time. Lipid content was calculated as the difference between
dry mass before and after lipid extraction divided by the mass before extraction. For each modality, thirty
aphids were weighed and the experiment was conducted twice (N = 60).

Enzymatic sugar measurement

D-fructose and D-glucose were extracted from 5 mg of lyophilized plant tissue. Plant powder was agitated
1 hin 1 ml of deionized water and centrifugated 5 minutes at 10,000 g. 50 ul of carrez | solution (potassium
hexacyanoferrate, 85 mM) and 50 pl of carrez Il solution (zinc sulfate, 250 mM) were successively added
to 200 pl of supernatant then mixed. 50 pl of sodium hydroxide (100 mM) was added and the solution
was mixed again. 200 pl of deionized water was added and the solution was centrifuged at 10,000 g for 5
minutes. D-fructose and D-glucose content were then determined by enzymatic reaction at 340 nm using
the K-SUFRG kit (Megazyme) according to the manufacturer’s instructions except that all volumes have
been divided by ten.

Metabolomic analysis

Lyopholized Arabidopsis leaf samples were ground using a bead mill (TissuelLyser Il, Qiagen, Hilden,
Germany). Ten mg of leaf powder were extracted with 500 pL of methanol supplemented with 5 pg/mL
of chloramphenicol as an internal standard. The homogenate was sonicated in an ultrasonic bath (Fisher
Scientific, Hampton, NH, USA) for 10 min, then centrifuged at 12 000 rpm for 10 min. 200 pL of the
supernatants were recovered for LCMS analyses. Analyses were performed using a Vanquish Flex binary
UHPLC system (Thermo Scientific, Waltham, MA). Chromatographic separations were performed on
a Nucleodur C18 HTec column (150 x 2 mm, 1.8 um particle size; Macherey-Nagel, Duren, Germany)
maintained at 30 °C. The mobile phase consisted of acetonitrile/formic acid (0.1%, v/v) (eluant A), and
water/formic acid (0.1%, v/v) (eluant B), at a flow rate of 0.25 mL/min. The gradient elution program was
as follows: 0 to 4 min, 80% to 70% B; 4 to 5 min, 70% to 50% B; 5 to 6.5 min, 50% B isocratic; 6.5 to 8.5
min, 0% B; and 8.5 to 10 min, 0% B isocratic. The injected volume of samples was 1 pL. The liquid
chromatography system was coupled to an Exploris 120 Q-Orbitrap MS system (Thermo Scientific,
Waltham, MA). The mass spectrometer was operated with a heated electrospray ionization source in
positive and negative ion modes. The key parameters were as follows: spray voltage, + 3.5 and -3.5 kV;
nitrogen sheath gas flow rate, 40 arbitrary units (arb. unit); auxiliary-gas flow rate, 10 arb. unit; sweep-
gas flow rate, 1 arb. unit; capillary temperature, 360°C and auxiliary-gas-heater temperature, 300 °C. The
scan modes were full MS with a resolution of 60 000 FWHM (at m/z 200) and the scan range was m/z
85-1200. Internal mass calibration was operated using EASY-IC internal calibration source allowing single
mass calibration for full mass range. Data acquisition and processing were carried out with Xcalibur 4.5
and Free Style 1.7 (Thermo Scientific, Waltham, MA), respectively.

Glucosinolates were identified based on published work (Glauser et al., 2012) and on expertized analysis
of the corresponding mass spectra. For amino acids, flavonoid, hormones, scoparone and camalexine,
identity was confirmed with the corresponding standard provided by Sigma-Aldrich (France). Further
information was retrieved from the KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,
http://www.genome.ad.jp/kegg/) and PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) databases.
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Statistical analysis

All statistical analyses were performed using R software version 4.0.5 (www.r-project.org/). The function
cor.test() was used to calculate the significance of the correlation between the aphid biomass and their
ability to survive without alimentation (p < 0.05). The Pearson method was used because the distribution
of the data followed a normal distribution.

The function chisq.test was used to compared proportion of aphid leaving the target area (p < 0.05).

Differences in the amount of sugar obtained with enzymatic essay were determined with a one-way
ANOVA using the function aov().

Data representing the survival of aphids were modelled using the Cox proportional hazards (CPH) model.
The assumption of the validity of proportional hazards was checked using the functions “coxph” and
“cox.zph”, respectively (R packages: “survival” and “RVAideMemaoire”).

We used Generalized Linear Mixed Model (GLMM) to determine a statistically significant difference
between modalities for all other experiments. We included the factor “session” as a random variable
(corresponding to the different repetitions), all other factors being considered as fixed effects. For all
GLMM, we used the “glmer” function with a “Gaussian” distribution if the normality of the data was
preserved (R package: “Ime4”). For aphid velocity and migration assays, the data derived from a count
and therefore were not normally distributed. Accordingly, we carried out a GLMM using Poisson
distribution, a quasi-likelihood function was used to correct for overdispersion. For lipid quantity data, we
used a gamma (link = “inverse”) distribution to correct for the non-normal distribution.

When a significant effect was detected, a pairwise comparison using estimated marginal means (R
package “emmeans”; p-value adjustment with Tukey method) at the 0.05 significance level was used to
test for differences between treatments.

The application conditions of all GLMM were verified by inspecting residuals and QQ plots. The normal
distribution of data for other statistical tests was tested using the Shapiro-Wilk test at the 0.05 significance
level.

Differential metabolomic analyses among the different conditions were performed using Tukey’s honest
significant difference method followed by false discovery rate (FDR) correction using the Benjamini-
Hochberg procedure (Benjamini & Hochberg, 1995). Metabolites of interest were considered differentially
accumulated when the false discovery rate was below 5 % (FDR < 0.05).
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Chapitre 4 : Etude des effets du TuYV et du
CaMV sur le transcriptome de Myzus
persicae
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Résumé du chapitre 4
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Nous avons montré dans les chapitres précédents que le TuYV et le CaMV possédaient tous
deux des génomes codants pour des protéines qui influencent le comportement de leur vecteur
Myzus persicae. Les virus de plantes peuvent influencer le comportement de leur vecteur par des
effets indirects médiés par une altération de la physiologie de la plante hote. Alors que les
altérations de I'hGte sont bien décrites, surtout au niveau transcriptomique, que ce soit pour le
TuYV et le CaMV, les dérégulations du transcriptome chez le vecteur sont cependant inconnues
pour ces deux virus. Leurs identifications pourraient permettre de caractériser les réponses
comportementales ou physiologiques observées chez les pucerons se nourrissant sur des plantes
infectées, mais également les répercussions post-acquisitions.

Dans ce chapitre de thése, nous faisons I’hypothese que le TuYV et le CaMV modifient le
comportement du puceron vecteur dans un sens favorisant la transmission et qu’au moins une
partie de ces changements est due aux changements du transcriptome de leur puceron vecteur.
Tout d’abord, des travaux de transcriptomiques sur les pucerons vecteurs ont été menés, et une
liste de I'ensemble des genes dérégulés (differentially expressed genes, DEGs) a été obtenue. Dans
un second temps, nous avons sélectionné les genes candidats les plus prometteurs et testé leur
implication dans les modifications du comportement de Myzus persicae favorisant potentiellement
la transmission. Pour cela, nous avons évalué |'efficacité de transmission, ou bien des traits
comportementaux et physiologiques pouvant influencer la dynamique de transmission
(comportement alimentaire, performance, masse).

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous avons réalisé une analyse transcriptomique
sur le puceron Myzus persicae apreés trois jours d’alimentation sur des Arabidopsis et des Camelines
infectées par le TuYV, le CaMV ou saines. Les résultats ont été analysés i) selon les dérégulations
provoquées chez M. persicae par le méme virus sur deux hotes différents, ii) selon les dérégulations
chez M. persicae étant spécifiques a la plante hote, peu importe le virus, puis ii) en faisant un focus
plus particulier sur les genes potentiellement impliqués dans les réponses
comportementales/physiologiques de pucerons. Dans la seconde partie de ce chapitre, nous avons
initié des travaux de validation fonctionnelle. Les travaux de validation de génes candidats des
pucerons sont chronophages. La transgénese pour produire des pucerons knock-down ou
surexpresseur n’étant maitrisée que par quelques groupes de recherche, la validation des génes
de pucerons ce fait généralement par silencing (réduction de I'expression d’un géne), une
technique pour laquelle existe plusieurs approches expérimentales qui impliquent toutes de
nombreuses étapes et dont la réussite n’est pas garantie. Il est donc nécessaire de se limiter a un
faible nombre de génes candidats. Nous nous sommes essentiellement concentrés sur des genes
codant pour des protéines potentiellement impliquées dans le comportement alimentaire étant
donné que ce comportement impacte fortement la vection. Afin de réduire I'expression des génes

candidats chez les pucerons, nous avons utilisé la technique de virus-induced gene silencing (VIGS)

avec un tobacco rattle virus (TRV) recombinant codant pour des ARN doubles brins (ARNdb) dirigés
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contre un gene cible, dans notre cas un géne du puceron. Durant le développement de I'infection
du TRV dans Arabidopsis, des ARNdb contenant la séquence du candidat vont étre produits puis
vont induire le mécanisme de RNA silencing chez les pucerons s’alimentant sur la plante infectée.

L‘analyse du transcriptome des pucerons a révélé une importante proportion de génes
communément dérégulés par les deux virus et/ou par les deux hotes. Nous avons également
identifié des genes spécifiquement dérégulés par l'infection par le CaMV ou le TuYV, qui pourraient
étre liés au mode de transmission viral. Le TuYV a tendance a affecter les genes du développement,
tandis que le CaMV a un fort impact sur les genes liés a I'alimentation et en particulier codant pour
des protéines salivaires. Nous avons aussi généré une liste de génes candidats potentiellement
responsables des effets observés sur le comportement des pucerons. La technique de VIGS a
permis d’induire une réduction significative d’expression des différents genes candidats d’environ
35 % chez les pucerons. La réduction de I'expression du gene codant pour une Mucine [mucin-2-
like protein (g27683)] a diminué le taux de transmission du TuYV. Les pucerons dont la Mucine est
silencée, éprouvent également des difficultés a s’alimenter (réduction d’ingestion de séve et
augmentation du déraillement des stylets) et ont une masse réduite. L'étude de I'expression de ce
géne par RT-qgPCR a montré que la Mucine était préférentiellement transcrite dans la téte des
pucerons en comparaison du reste du corps. Les pucerons silencés pour le gene ACE1 [angiotensin-
converting enzyme-like protein (g22588)] ingérent environ deux fois plus de seve que les pucerons
controles, cependant aucun effet n’a été relevé sur la transmission. La réduction d’expression du
géne de I'Astacine [metalloprotease protein (g7709)] n’a produit aucun effet sur les parametres
testés. Enfin, la réduction d’expression des différents autres candidats n’a eu aucun effet sur les
performances de Myzus persicae.

Les dérégulations des genes du développement du puceron induits par le TuYV pourraient
favoriser une augmentation de la proportion d’individus ailés dans la population de vecteurs
viruliféres, et accroitre la dispersion de virus CP. Concernant le CaMV, les effets observés sur les
génes liés a I'alimentation des pucerons, particulierement ceux liés a des protéines salivaires,
pourraient éclairer les altérations de « probing » et de I'alimentation, toute deux favorables a
I"acquisition de ce virus. Globalement, les dérégulations transcriptomiques semblent adaptées aux
modes de transmission des deux virus, et pourraient participer a des effets de
type « manipulation ».

La réduction de I'expression de la Mucine impacte négativement a la fois la transmission
du TuYV et le comportement des pucerons, environ 20% du temps passé dans la plante correspond
a des déraillements des stylets et donc a une absence d’alimentation. Le TuYV étant limité aux
tissus du phloéme, cette perturbation du comportement alimentaire pourrait expliquer la
réduction de transmission, mais également la masse plus faible des pucerons. Les Mucines, déja
caractérisées chez d’autres hémiptéres comme le fulgore Nilaparvata Iugens (Famille:
Delphacidae ; Genre Nilaparvata), sont des composants majeurs de la salive aqueuse et gélifiante,
nécessaires a une bonne alimentation. Leurs homologues chez les pucerons pourraient avoir des
fonctions similaires dans la lubrification et la protection de la surface des stylets. L'expression
préférentielle de la Mucine dans la téte plutot que dans les corps des pucerons conforte cette
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hypothése. La caractérisation approfondie du role de cette protéine chez Myzus persicae est
nécessaire. Dans I'analyse transcriptomique, le géne de la Mucine était sur-exprimé uniquement en
présence du CaMV et non du TuYV. Cependant, la réduction de son expression n’affecte pas la
transmission du CaMV, le caractére adaptatif de cette dérégulation lors de I'infection est donc peu
probable. Toutefois, ce gene semble important pour I'alimentation des pucerons. Un autre effet
observé dans cette étude est I'augmentation conséquente de la durée d’ingestion de seve lors de la
réduction d’expression du gene ACEL. Cet effet provoqué par le silencing d’ACE1 a déja été montré
chez le puceron Acyrthosiphon pisum. Cependant dans notre étude, cette modification du
comportement alimentaire est sans conséquence sur la transmission du TuYV ou celle du CaMV.

Les points marquants :

¢ L‘analyse transcriptomique des pucerons s’alimentant sur des plantes infectées par le TuYV et le CaMV
a permis d’identifier des effets virus-spécifiques qui pourraient étre liés avec les altérations
comportementales et physiologiques révélées dans les chapitres précédents.

¢ La technique de VIGS a permis de réduire efficacement |’expression des genes candidats.

¢ La réduction de I'expression de la Mucine affecte négativement la transmission du TuYV et altere
fortement le comportement alimentaire de Myzus persicae, sous-entendant un réle important de la
protéine dans les interactions plante-insecte-virus, mais pas directement pour la transmission.

¢ Etant préférentiellement exprimée dans la téte, la Mucine pourrait étre secrétée dans la salive par le
puceron et impliquée dans la formation de la gaine salivaire. Des travaux supplémentaires sont
nécessaires pour confirmer ce role.

¢ Les effets comportementaux ou physiologiques observés lors du silencing des candidats sélectionnés
ne valident pas ces candidats comme étant impliqués dans la manipulation de Myzus persicae par le TuYV
ou le CaMV pour favoriser leurs transmissions.
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Abstract

Background: Numerous studies have documented modifications in vector orientation behav-
ior, settling and feeding behavior, and/or fecundity and survival due to virus infection in host
plants. These alterations are often expected to enhance virus transmission, which has led to
the hypothesis that such effects are vector manipulations by the virus. However, until now,
the gene expression changes correlating with these effects and indicative of modified vector
pathways and mechanisms are mostly unknown.

Results: Transcriptome profiling of Myzus persicae aphids feeding on turnip yellows virus
(TuYV) and cauliflower mosaic virus (CaMV) infected Arabidopsis thaliana and Camelina sativa
revealed a substantial proportion of commonly deregulated genes, amongst them many with
general functions in plant-virus-aphid interactions. We identified also aphid genes specifi-
cally deregulated by CaMV or TuYV infection, which might be related to the viral transmission
mode. Furthermore, we observed strong host-specific differences in the gene expression pat-
terns with plant virus infection causing more deregulations of aphid genes on A. thaliana than
on C. sativa, likely related to the differences in susceptibility of the plant hosts to these viruses.
Finally, stress-related aphid genes were downregulated in M. persicae on both infected plants,
regardless of the virus.

Conclusions: TuYV, relying on the circulative persistent mode of transmission, tended to af-
fect developmental genes. This could increase the proportion of alate aphids, but also af-
fect their locomotion, neuronal activity, and lifespan. CaMV, using the non-circulative non-
persistent mode of transmission, had a strong impact on feeding-related genes and in par-
ticular those related to salivary proteins. In general, these transcriptome alterations targeted
pathways that seem to be particularly adapted to the transmission mode of the correspond-
ing virus and could be evidence of vector manipulation by the virus.
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Introduction

Aphids are major pests not only because they deprive plants of nutrient resources when feeding on
phloem sap but also because they transmit many plant-pathogenic viruses. Indeed, most plant viruses rely
on vectors for transmission to a new susceptible host (Dietzgen et al., 2016). As phloem-feeders, aphids
play a preponderant role in plant virus transmission, because their particular feeding behavior allows direct
delivery of virus particles into the cytoplasm of cells in the epidermis, mesophyll, vascular tissue and/or
the phloem sap of a new host. Their hypodermic needle-like mouthparts, the stylets, can penetrate cuticle
and cell walls and enter into plant cells and sieve tubes without inflicting any major damage. More
precisely, aphids alighting on a new plant will initiate probing phases (i.e. test the potential host for
suitability) consisting of extracellular pathways and exploratory intracellular punctures into the epidermis
and underlying tissues and, if accepted, plunge then their stylets into the sieve cells whose sap constitutes
their principal food source (Tjallingii & Hogen Esch, 1993). During the probing and feeding phases, aphids
secrete different saliva types that contain amongst other compounds effector molecules modulating
interactions with the plant immune system and susceptibility (Rodriguez & Bos, 2013).

Viral infection often modifies plant phenotypical traits such as leaf color, morphology, surface
properties, composition and quantity of volatile organic compounds (VOCs) and metabolites (Matthews,
2014). This may impact vector behavior and performance, i.e. attract/deter vectors, modify their feeding
behavior and incite/discourage colonization (reviewed by Fereres & Moreno, 2009). There is evidence that
such virus-mediated modifications can facilitate virus transmission, a concept known as ‘pathogen
manipulation’. The modifications depend on the viruses’ modes of transmission (Mauck et al., 2012, 2018).
So-called non-persistent/non-circulative viruses have fast transmission kinetics and are acquired and
inoculated, but also lost from the vectors, within seconds to minutes (Day & Irzykiewicz, 1954). The non-
circulative viruses rely on other parameters for optimal transmission than so-called persistent/circulative
viruses that have slow transmission kinetics (hours to days) as the virus is injected as a saliva component
into a new host, following the passage of viral particles from the intestine to the salivary glands through
the hemolymph. Consequently, vectors retain and transmit the circulative viruses for weeks or lifelong
(reviewed by Gray & Banerjee, 1999).

How virus-mediated plant modifications translate into changes in vector behavior and performance, is
largely unknown (reviewed by Fereres & Moreno, 2009; Dader et al., 2017; Mauck et al., 2019). It is
assumed that most of the modifications are indirect, i.e. aphids and other vectors react to virus-induced
changes in the plant. For example, yellowing symptoms induced by virus infection may attract and
encourage the settling of insect vectors (for example, Johnston & Martini, 2020; Chesnais et al., 2022). A
well-characterized example of such plant modifications by non-persistent, non-circulative viruses is the
cucumber mosaic virus (CMV, genus Cucumovirus, family Bromoviridae). VOCs emitted by CMV-infected
squash attract the green peach aphid (Myzus persicae, hereafter Myzus), but once landed on the infected
squash, the poor palatability of the plant incites the aphids to leave fast (Mauck et al., 2010, 2014). This
aphid behavior is perfectly adapted to an efficient acquisition and transmission of CMV which relies on a
short acquisition time and a rapid dispersal for propagation (Bhargava, 1951). Therefore, this example
might be considered as ‘host manipulation’. Although there are more examples in the literature (reviewed
by Fereres & Moreno, 2009; Dader et al., 2017), host-induced vector manipulation by non-persistent/non-
circulative viruses is rather under-explored. The non-circulative virus studied here — cauliflower mosaic
virus (CaMV, genus Caulimovirus, family Caulimoviridae) — follows the same transmission kinetics as CMV
except that it is retained longer (hours range) in its aphid vectors (Markham et al., 1987) and therefore its
transmission mode has been classified also as ‘semi-persistent’, a term coined by Sylvester (1956). Previous
work (Chesnais et al., 2019) showed that Myzus vectors did not show any preference for Camelina sativa
(hereafter Camelina) plants infected with the severe CaMV isolate B-JI, but the number of intracellular
probing punctures was increased and phloem ingestion and fecundity reduced on infected plants. Using
CaMV-infected Arabidopsis thaliana (hereafter Arabidopsis) as virus host, Myzus spent less time in the
pathway phase and more time feeding on phloem and aphid fecundity was lowered, compared to healthy
control plants (Chesnais et al., 2021). A similar feeding behavior was observed for Myzus feeding on
Arabidopsis infected with the milder CaMV isolate Cm1841r but in contrast to plants infected with the B-JI
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isolate, fecundity was not affected (Chesnais et al., 2021). Thus, there are contrasting results on possible
manipulation of host plants by CaMV that might depend on the virus isolate and host plant species.

Quite a body of evidence for ‘manipulation’ by persistent/circulative viruses has been collected for
poleroviruses (genus Polerovirus, family Solemoviridae). Most studies on poleroviruses have shown that
virus-infected plants are more attractive to aphids than healthy plants and that aphid feeding is improved
and fecundity higher on infected plants (reviewed by Bosque-Pérez & Eigenbrode, 2011; Dader et al., 2017,
Mauck et al., 2018). Curiously, aphid preference changed after polerovirus acquisition, and aphids carrying
poleroviruses preferred healthy plants over virus-infected plants (Alvarez et al., 2007; Carmo-Sousa et al.,
2016). There is evidence that purified virus particles can bring along this preference change (Ingwell et al.,
2012), indicating that for persistent/circulative viruses, not only host plant-mediated changes but also
direct virus-mediated changes in aphids are to be considered. The circulative virus studied here, turnip
yellows virus (TuYV, genus Polerovirus, family Solemoviridae), increases emission of VOCs in two host
plants, Arabidopsis and Camelina, but only TuYV-infected Camelina, and not TuYV-infected Arabidopsis,
attracted Myzus more than did healthy control plants (Claudel et al., 2018). Aphids feed longer from the
phloem of TuYV-infected Camelina than from that of healthy Camelina, which might favor the acquisition
of phloem-limited TuYV (Chesnais et al., 2019). Recently, a post-acquisition effect of TuYV was observed:
virus-carrying Myzus aphids showed increased vector locomotory and fecundity as well as prolonged
phloem feeding behavior. However, in this study, the authors did not distinguish between direct effects of
the virus on the vector and indirect effects mediated by the infected host plant (Chesnais et al., 2020).

While virus-mediated effects on aphids and other hemipteran vectors are well documented, knowledge
on the molecular mechanisms and the involved aphid genes is scarce. Published examples indicate that
deregulation of aphid genes related to stress, cuticle, development and nucleic factors is a common feature
of aphids feeding on plants infected with poleroviruses or luteoviruses (Brault et al., 2010; Li et al., 2020;
Patton et al., 2021). For non-circulative viruses, the effect of viral infection of plants on aphids seems more
variable. CMV acquisition by Myzus from infected tobacco changed the expression of vector genes related
to metabolism, stress, and cuticle (Liang et al., 2021), whereas a study on the soybean aphid Aphis glycines
fed on soybean plants infected with soybean mosaic virus (SMW, genus Potyvirus, family Potyviridae) has
revealed only minor changes in aphid gene expression (Cassone et al., 2014).

In this paper, we explored how infection of plants with circulative versus non-circulative virus affects
the transcriptome of viruliferous aphids. We specifically addressed whether the transmission mode
influenced the aphid transcriptome profiles and whether alterations in the aphid transcriptome correlated
with distinct behaviors of viruliferous aphids. We identified common and virus-specific deregulated genes
as well as plant host-specific effects on aphids. The aphid M. persicae was selected for this study because
it is an excellent vector for both the circulative, persistent TuYV and the non-circulative, semi-persistent
CaMV. On the plant side, we selected two species of the same family Brassicaceae, A. thaliana and C. sativa
that are suitable hosts for both viruses.

Material and methods

Aphids

The green peach aphid (Myzus persicae Sulzer, 1776) clone WMp2, originally isolated in the
Netherlands (Reinink et al., 1989) and maintained in Colmar since 1992, was used for the experiments. It
was reared on Chinese cabbage (Brassica rapa L. pekinensis var. Granaat) in a growth chamber at 20+1 °C
and a 16 h photoperiod. Plants were grown in TS 3 fine substrate (Klasmann-Deilmann) in round 13 cm
diameter pots and watered with fertilizer 209 (Fertil SAS) dissolved in tap water. Only wingless morphs
were used in assays. For synchronization, adults were placed on detached Chinese cabbage leaves that
were laid on 1 % agarose (Euromedex) in a Petri dish. The adults were removed 24 h later and the newborn
larvae used in transcriptomic experiments 5 days later.

Viruses

CaMV isolate Cm1841r (Chesnais et al., 2021), which is an aphid-transmissible derivative of isolate
Cm1841 (Tsuge et al., 1994), and TuYV isolate TuYV-FL1 (Veidt et al., 1988) were maintained in Arabidopsis
Col-0 and propagated by aphid inoculation of 2-week-old plants. Plant growth conditions were as described
below.
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Virus infection and aphid infestation

Seeds of Arabidopsis thaliana Col-0 or Camelina sativa var. Celine were germinated in TS 3 fine
substrate (Klasmann-Deilmann) in 7*7 cm pots and watered with tap water. Growth conditions were 14 h
day 10 h night with LED illumination and a constant temperature of 21+1 °C. Two-week-old plants were
inoculated with 3-5 wingless Myzus aphids that had been allowed a 24 h acquisition access period on
Arabidopsis infected with TuYV or CaMV or on healthy Arabidopsis. Plants were individually wrapped in
clear plastic vented bread bags to prevent cross contamination. Aphids were manually removed after a 48
h inoculation period. Eighteen days post-inoculation (dpi), 25 to 30 synchronized 5-day-old non-viruliferous
aphids were placed for infestation on the rosette (Arabidopsis) or the apical leaves (Camelina) of CaMV- or
TuYV-infected or mock-inoculated plants. After 72 h infestation (= 21 dpi), aphids were collected with a
brush. Three biological replicates were used for analysis. For Arabidopsis, one biological replicate consisted
of 4 plants, from which 25-30 aphids were collected (total of 100-120 aphids). For Camelina, one replicate
was 3 plants from which 30 aphids were collected (total of 90-100 aphids). Aphid samples were deep-
frozen by placing them in a -80 °C freezer and conserved at this temperature until processing.

RNA purification and lllumina sequencing

Total RNA was extracted from aphids with TRI Reagent (Molecular Research Center) and chloroform
followed by isopropanol (Merck) precipitation. Briefly, 10-50 mg of frozen aphids were placed in a mortar
cooled with liquid N2, homogenized in 1 ml TRI Reagent and incubated for 2 hours at room temperature.
Subsequent phase separation by addition of 200 pl cold chloroform (Merck) and centrifugation for 15 min
at 12,000 g was followed by RNA precipitation with 500 pl cold isopropanol. After 10 min centrifugation at
12,000 g, the RNA pellet was washed twice with 1 ml of 75 % ethanol (Merck), air-dried and resuspended
in 30 ul RNase-free water (Merck). RNA quantity and purity were measured using NanoDrop 2000c
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). RNA integrity was verified by capillary electrophoresis on
LabChip GX (Perkin Elmer).

[lumina sequencing of 18 aphid total RNA samples was performed at Fasteris (www.fasteris.com) using
a standard protocol with the TruSeq Stranded mRNA Library Prep kit (Illumina). All the libraries (3 biological
replicates per each of the six conditions [i.e., aphids on mock-inoculated, TuYV- and CaMV- infected
Arabidopsis and aphids on mock-inoculated, TuYV- and CaMV- infected Camelina]) were multiplexed in one
NovaSeq flowcell SP-200 with 2x75 nt paired-end customized run mode. The resulting 75 nt reads from
each library were used for Myzus transcriptome profiling.

RT-qPCR

For RT-gPCR analysis of Myzus gene expression, 10 pg total RNA was converted into cDNA using AMV
Reverse Transcriptase (Promega) and oligo-dT primer. Real-time gqPCR reactions (10 pl) including 3 ul of
cDNA, 0.5 pl of each 10 uM primer, 5 pl of SybrGreen master mix (Roche) and 1 pul of water were processed
in a LightCycler® 480 instrument (Roche) using the SybrGreen master mix (Roche) following the
recommended protocol. The thermocycler conditions were as follows: pre-incubation at 95 °C for 5 min,
followed by 40 cycles of 95 °Cfor 10 s, 58 °C for 20 s and 72 °C for 20 s. The gene expression was normalized
to the Myzus persicae internal reference gene EFlalpha (Naessens et al., 2015; Webster et al., 2018) (for
primer sequences of targeted genes and of the internal reference gene see Table S2).

Raw data processing and quality control for transcriptome profiling

Processing was carried out on the Galaxy France platform (https://usegalaxy.fr/) (Afgan et al., 2016).
Raw reads quality was checked with FastQC (v0.11.8) and the results were then aggregated with MultiQC
(v1.9). Reads  were aligned on the Myzus  persicae O reference  genome
(‘Myzus_persicae_O_v2.0.scaffolds.fa’ (annotations: ‘Myzus_persicae_O_v2.0.scaffolds.braker2.gff3’)
downloaded from BIPAA portal (https://bipaa.genouest.org/sp/myzus persicae/) (Mathers et al., 2021)
with STAR (v2.7.6a) and quality was again checked with MultiQC. Gene counts were obtained with
featureCounts (v2.0.1). Differential gene expression was then analyzed with SARTools (v1.7.3) and the
DESeg2 method (i.e. aphids on TuYV-infected plants vs. mock-inoculated plants, aphids on CaMV-infected
plants vs. mock-inoculated plants, and aphids on TuYV-infected plants vs. CaMV-infected plants). GO
enrichment analysis of the DEGs was performed with GOseq (v1.36.0) (Young et al., 2010). We used default
parameters for all steps except for featureCounts where the following deviating parameters were used:
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only the primary alignment was taken into account (not multi-mapped reads), exclude chimeric fragments
= Yes (-C option, signifying that the fragments that have their two ends aligned to different chromosomes
were NOT included for summarization), minimum base overlap = 1.

Results and discussion

Quality control and validation of RNA-seq data

For aphids on Arabidopsis, between 64.6 and 88.8 million 75 nt paired-end reads were obtained with a
mean phred score >30 for all bases. For aphids on Camelina, between 61.8 and 82.4 million 75 nt paired-
end reads were obtained with a mean phred score >30 for all bases. In all samples, there were no
overrepresented sequences and only a few adapter-containing reads (0.20 % reads with adapter sequence
at the last bases). Between 85.6 % and 88.7 % of reads were uniquely mapped to the aphid genome for
Arabidopsis (Supplementary Table S1a) and between 81.8 % and 87.6 % of reads were uniquely mapped to
the aphid genome for Camelina (Supplementary Table S1b). Of these, between 87.4 % and 88.3 % of
uniquely aligned reads were assigned to an aphid gene on Arabidopsis and 83.4 % to 86.8 % aligned reads
were assigned to an aphid gene on Camelina. We did not look for the nature of the unaligned reads; they
might derive from endosymbionts, contaminating biologic material from plants, fungi, bacteria and the
like.

Exemplarily, a similar trend of gene deregulation was confirmed by RT-qPCR for four Myzus genes with
different levels of deregulation and expression, but the same trend in both infection conditions. We
screened only four genes as in a previous work on aphid transcriptomics (Liu et al., 2012). Three genes
showed the same trend of downregulation in RNA-seq and RT-qPCR experiments, while the forth (g15329)
was found to be upregulated in all RNA-seq and RT-qPCR experiments, except for RT-gPCR on TuYV-
infected plants (Supplementary Figure S1). The discrepancy in the results for g15329 expression was likely
due its weak expression changes that in general are difficult to detect by RT-gPCR because of the
exponential amplification kinetics of this technique. We observed the same phenomenon in a previous
validation experiment (Chesnais, Golyaeyv, et al., 2022).

Principal component analysis of RNA-seq datasets (Figure 1a) indicated good clustering of the three
biological replicates of aphids fed on mock-inoculated or virus-infected Arabidopsis. One of the three
biological replicates of aphids fed on CaMV-infected Arabidopsis grouped less well with the other two but
was still within an acceptable range. In the case of Camelina, the three replicates for each virus (TuYV and
CaMV) clustered well together, indicating homogeneity of the replicates (Figure 1b). The Myzus data for
Camelina infected with TuYV and CaMV were more similar to each other than those for Arabidopsis,
indicating that the transcriptome changes in aphids fed on Camelina were less dependent on the virus
species than those on Arabidopsis. In the case of mock-inoculated Camelina, two of the three replicates
clustered together and were well separated from the data for virus-infected Camelina, while the third
replicate clustered with the aphid data from infected plants and was therefore excluded from further
analysis (Figure 1b). The transcriptomes of the plants used here for aphid infestation were analyzed in
another study (Chesnais, Golyaev, et al., 2022). There the three replicates from mock-infected Camelina
clustered closely together in principal component analysis. This indicates that the outlier behavior
observed here was not caused by the plant itself but by another cause, which remains elusive. Taken
together, all samples except one mock replicate of Camelina were suitable for transcriptome analysis.

Global analysis of differentially expressed aphid genes

Analysis of RNA-seq data revealed twice as many differentially expressed genes (DEGs) (false discovery
rate <0.05) in aphids feeding on virus-infected Arabidopsis (4,060 for TuYV and 3,998 for CaMV) as in aphids
feeding on virus-infected Camelina (1,771 for TuYV and 1,890 for CaMV), compared to aphids from mock-
inoculated controls (Figure 1c, 1d and 1e). Remarkably, each virus modified the expression of about the
same number of genes in aphids fed on the same host. Moreover, for each plant species, about 2/3 of
aphid DEGs were common for the two viruses, indicating a profound common response of aphids to
feeding on infected plants, independent of the virus species and of the transmission mode (Figure 1c and
1d). Like the number of aphids DEGs, also the proportion of up- and downregulated aphid genes was virus-
independent, with ca. 45 % of the aphid DEGs being upregulated after feeding on TuYV- or CaMV-infected
Arabidopsis, and ca. 75 % and ca. 81 % being upregulated after feeding on TuYV- and CaMV-infected
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Camelina, respectively (Figure 1e). The differences in the number and proportion of up- and downregulated
aphid DEGs between Arabidopsis and Camelina indicated an important plant species effect on the aphid
transcriptome, which was independent of the virus. On the other hand, for each plant species, ca. 1/3 of
the aphid DEGs was specific for each virus, indicating that the virus species (and, possibly, the transmission
mode) had a substantial and characteristic impact on the aphid transcriptome.
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n° DEGs 4060 3998 380 1771 1890 22
(%DEGs/All genes) (14.24%) (14.02%) (1.33%) (6.21%) (6.63%) (<0.01%)
n° DEGs upregulated 1836 1797 154 1430 1416 17
(%up/DEGs) (45.22%) (44.95%) (40.53%) (80.75%) (74.92%) (77.27%)
n° DEGs downregulated 2224 2201 226 341 474 5
(%down/DEGs) (54.78%) (55.05%) (59.47%) (19.25%) (25.08%) (22,73%)
n° enriched GO terms 31 37 5 8 3 0

Figure 1. Analysis of the transcriptome profiles of aphids fed on mock-inoculated vs TuYV- and CaMV-
infected plants. (a-b) Principal component analysis of three biological replicates for each condition of
Myzus persicae feeding on (a) Arabidopsis thaliana and (b) Camelina sativa. The dots of the same color
correspond to the biological replicates for each condition. The mock 2 (M2) Camelina sample was
excluded from the analysis because it did not cluster with the other two replicates. (c-d) Venn diagrams
presenting the number of differentially expressed genes (DEGs) in aphids fed on TuYV- and CaMV-
infected Arabidopsis (c) and Camelina (d), compared to respective mock-inoculated controls. Magenta
arrows: number of up-regulated genes, cyan arrows: number of down-regulated genes and two-color
circles: inversely regulated genes (up-regulated genes in one virus-infected modality and down-regulated
in the other virus-infected modality). e) The number of DEGs and enriched GO categories in aphids fed on
TuYV and CaMV-infected plants vs mock controls as well as on TuYV- vs CaMV-infected plants.
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Impact of CaMV and TuYV infection on aphid metabolic pathways

Gene ontology analysis of Myzus infesting CaMV- or TuYV-infected plants

Using gene ontology (GO) analysis, we first looked at the effects of virus-infected Arabidopsis on the
aphid transcriptome (Figure 2). In aphids fed on TuYV-infected Arabidopsis, 11 of the Top 25 enriched GO
categories of DEGs classified as Biological Processes (BP) (Figure 2a). The most affected processes were
‘oxidation-reduction’ (BP), ‘integral component of membrane’ (belonging to the category Cellular
Component [CC]), and the rather general process ‘ATP-binding’ (belonging to the category Molecular
Function [MF]). Other prominent processes were related to protein synthesis and metabolism (translation
initiation, protein synthesis, endopeptidase activity, protein folding, proteasome-mediated protein
degradation and unfolded protein binding). Similarly, the most deregulated processes of aphids feeding on
CaMV-infected Arabidopsis were ‘oxidation-reduction (BP)’, ‘integral component of membrane (CC)’ and
‘ATP binding (MF)’, followed by protein synthesis and metabolism-related processes (Figure 2b).

A different picture was found for Myzus on virus-infected Camelina (Figure 2c). In the case of TuYV
infection, only 8 categories [2 in biological processes (BP), 3 in cellular components (CC) and 3 in molecular
functions (MF)] were identified by GO Top 25 analysis as being significantly enriched. Three of them (Figure
2d) were also identified in aphids from CaMV-infected Camelina, but none of them in aphids from infected
Arabidopsis. The enriched processes included chitin-related processes (chitin binding, MF; chitin metabolic
processes, BP; structural constituent of cuticle, MF), transcription (transcription factor complex, CC),
oxidation reduction (oxidoreductase activity, MF) and plasma membrane-related processes (homophilic
cell adhesion via plasma membrane, BP; plasma membrane, CC; extracellular region, CC). Although none
of these GOs figured among the Arabidopsis Top 25 GO, there were three GO categories (related to
oxidation/reduction and plasma membrane processes) that were similar to GOs identified in aphids fed on
Arabidopsis.

Taken together, GO analysis revealed distinct, plant host-specificimpacts on the aphid gene expression,
which were rather independent of the virus species. Feeding on virus-infected Arabidopsis had a much
more profound impact on aphids than feeding on virus-infected Camelina (Figure 2a,b vs 2c,d).

Since the current annotation of the Myzus genome was not as advanced as for other model organisms
such as Drosophila melanogaster, we complemented our above-described GO analysis by analysis of Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways (Kanehisa, 1996). This analysis showed that similar
percentages of genes involved in ‘genetic information processing’, ‘metabolism’ and ‘signaling and cellular
processes’ were modified in aphids feeding on both plant hosts (Figure S3).
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General heatmap analysis of DEGs

To better visualize the aphid transcriptome changes, heatmaps presenting all DEGs in aphids infesting
Arabidopsis or Camelina were generated (Figure 3a and 3b). The profiles of all aphid replicates fed on mock-
inoculated Arabidopsis or Camelina clustered well together, while the profiles from aphids feeding on virus-
infected plants (CaMV and TuYV) did not. This again indicated that, in our experiment, effects of infection
on aphid genes were largely independent of the virus species. Like the global analysis (Figure 1e), the heat
maps showed also that Myzus on virus (TuYV or CaMV)-infected Camelina displayed proportionally more
up- than downregulated genes, compared to Myzus on mock-inoculated Camelina, whereas proportions
of up- and downregulated DEGs in aphids feeding on virus-infected vs mock-inoculated Arabidopsis were
similar. The significance of these plant host-specific effects remains to be investigated. We speculate that
Myzus might have more difficulties in establishing infestation on Arabidopsis than on Camelina, visible by
the higher number of DEGs that is indicative of extensive transcriptome reprograming to adapt to the new
plant host.

In summary, both GO and a general heatmap analyses indicated an important effect of plant infection
on the aphid transcriptome, which was strongly shaped by the host plant identity (2/3 of the DEGs) and
less so by the virus species (1/3 of the DEGs) and therefore the virus transmission mode.

a) b)

Color key Color key
21012 rltl_‘ ’7 2101 2 ’7—‘

M1 M3 M2/ C1 C2 2l C3 NS M1 M3 C1 IPEEE 2 C3

[

Figure 3. Hierarchical clustering of all differentially expressed genes (DEGs) in Myzus persicae feeding
on CaMV- and TuYV-infected Arabidopsis thaliana (a) and Camelina sativa (b), compared to mock-
inoculated control plants (Mock-inoculated [M], TuYV-infected [T] and CaMV-infected [C])
(Supplementary Dataset S1). The color key scale displays the row Z-score (normalized counts) from -2 to
+2 as a gradient from cyan to magenta.

Peer Community Journal, Vol. 2 (2022), article XX https://doi.org/10.24072/pcjournal.208


https://doi.org/10.24072/pcjournal.208

10 Quentin Chesnais et al.

Discussion of DEGs by classes

In the following section, aphid DEGs were classified in several categories using as criteria whether or
not the genes were differentially expressed in specific conditions (plant host species and virus identity)
(Figure 4). The rationale was to identify genes that were general players in plant-virus-aphid interactions
(i.e. deregulated by both viruses and on both host plants; Figure 4a) and genes that were specifically
deregulated either by one virus species or by one host species. Then, we extracted aphid DEGs related to
one virus and conserved regardless of the host plant to highlight virus species/transmission mode-specific
genes that were not sensitive to the host plant identity (Figure 4b). Finally, we compared TuYV vs CaMV
effects on each host plant to reveal additional, host plant-specific, ‘manipulation strategies’ linked to the
virus transmission mode (Figure 4c).

a) b) <)
Mock 5
(1a) st | 18 (1b) 19 1 (2a) | 14 < Y
53 f
TuYV & CaMV m
Mock
: 17 ¢
31 f(20) | 17 Camelina s Camelina
Tuyv i CaMV
CaMV s 1

Figure 4. Summarizing figure presenting the number of differentially expressed aphid genes (log2FC >
0.5 or <0.5) discussed in each subsection of the discussion (1a, 1b, 23, 2b, 3a, 3b). a) differentially
expressed aphid genes in common for all conditions, b) virus-specific aphid DEGs common on both host-
plants, and c) host plant-specific aphid DEGs for TuYV vs CaMV. Magenta arrows indicate the number of
upregulated genes and the cyan arrows the number of downregulated genes.

1 Common deregulated genes in aphids feeding on CaMV- and TuYV-infected Arabidopsis and Camelina
This analysis was carried out on genes differentially up- or downregulated under all conditions. No
homolog was identified for up-regulated genes. In the case of downregulated genes, we found some genes
homologs where one homolog was downregulated for one virus and another one for the other virus (Table
1). For example, we identified two potentially secreted homologous cathepsin B-like proteases (g8486 for
aphids infesting TuYV-infected plants and g24532 for aphids infesting CaMV-infected plants). These
homologs were included in the analysis. The rationale was that one specific host or infection condition
might deregulate a specific gene but that the overall effect on plant aphid interactions might be the same
or very similar for both genes (in this case the two cathepsin Bs might have a similar role as saliva effectors).

1a Aphid genes UPREGULATED by both VIRUSES on both PLANTS

Only five genes were upregulated in Myzus feeding on both CaMV- and TuYV-infected vs mock-
inoculated plants. Two of them (g22946 and g22969) code for titins, which are structural muscle proteins
(Lemke & Schnorrer, 2017) (Table 1). Their upregulation could potentially affect locomotion behavior and
facilitate intra or inter-plants vector movement, as was recently observed for TuYV-viruliferous aphids
(Chesnais et al., 2020). The third commonly upregulated gene (g6068) codes for a vasodilator-stimulated
phosphoprotein-like (VASP) protein, which is associated with actin filaments and focal adhesions (Ahern-
Djamali et al., 1998). It can participate in neural development and function, as suggested for its Drosophila
homolog Ena (Ahern-Djamali et al., 1998). Transferred to the present work, VASP might be induced by
viruses to modulate aphid development and behavior, a feature that has been reported several times in
the recent literature (Mauck et al., 2018). The fourth gene upregulated in all modalities encodes an
angiotensin-converting enzyme-like protein (g22588), the orthologue of Acyrthosiphon pisum ACE1.
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g22588 contains a signal peptide and could therefore be a saliva protein. Acyrthosiphon pisum ACE1 is
expressed in salivary glands and modulates aphid-plant interactions by affecting the feeding behavior and
survival of aphids on host plants (Wang, Luo, et al., 2015). More precisely, silencing of ACE1 and ACE2
shortened the lifespan of A. pisum on plants but not in membrane feeding assays. Thus, the ACE1 g22588
possibly counteracts plant defenses and its overexpression could help Myzus to better cope with plant
defenses and to increase its lifespan. ACE and other metalloproteases have also been found in the saliva
of other phytophagous and blood-feeding arthropods (Decrem et al., 2008; Stafford-Banks et al., 2014) and
are believed to be part of their arsenal counteracting defense responses of their hosts (reviewed by Hopp
& Sinnis, 2015; Wang et al., 2017; Chen & Mao, 2020; Pham et al., 2021). Thus, the increased expression
of ACE, as observed here in the interaction of Myzus with two viruses and on two host plants, could be a
common ‘manipulation strategy’ shared among plant viruses to facilitate aphid feeding on virus-infected
host plants and accelerate virus acquisition. The fifth commonly upregulated gene is the uncharacterized
Myzus gene g27731 encoding a protein with MATH and LRR domains. Since the LRR domain is evolutionary
conserved in many proteins associated with innate immunity pathways (Ng & Xavier, 2011), this protein
might be a good candidate for further studies on virus-mediated manipulation of insect vectors.

1b Aphid genes DOWNREGULATED by both VIRUSES on both PLANTS

We found 18 common downregulated genes (including some homologs) in aphids fed on virus-infected
plants, 13 of which are implicated in aphids’ physiological responses to plant defenses, i.e. stress-related
genes (Table 1). Previously, we have demonstrated that plant infection with CaMV and TuYV alters primary
and secondary metabolism in Arabidopsis and Camelina strongly (Chesnais, Golyaev, et al., 2022).
Consequently, aphids could also be stressed on the infected plants because of these important alterations
of the plants. However, we found that stress-related aphid genes were downregulated in Myzus feeding
on virus-infected plants. This suggests that plant infection with TuYV or CaMV could facilitate aphid
infestation. The downregulated stress genes included those encoding the metabolic enzymes cytochrome
P450s, glutathione-S-transferase and UDP-glucuronosyl transferases which can play a key role in
detoxifying plant secondary metabolites (Brierley & Burchell, 1993; Li et al., 2007). We also noticed
downregulation of genes encoding FE4-like esterases that belong to another class of enzymes involved in
detoxification and that can confer insecticide resistance in Myzus (Field & Devonshire, 1998). Likewise,
Myzus genes coding for CHK domain-containing proteins were downregulated (Table 1). CHKs (checkpoint
kinases) are major mediators of cell cycle checkpoints in response to genotoxic and other stresses (de Vries
et al., 2005).

Another aphid gene downregulated under all conditions encodes for a facilitated transmembrane
trehalose transporter, Tretl. Trehalose (a-D-glucopyranosyl-(1,1)-a-D-glucopyranoside) is the main
hemolymph sugar, and Tret1 is necessary for the transport of trehalose produced in the fat body and its
uptake into other tissues that require a carbon source (Kanamori et al., 2010). Deregulation of this gene
following virus acquisition has already been reported in other insect vectors and is not linked to the virus
species or the transmission mode (e.g. Widana Gamage et al., 2018; Ding et al., 2019).

As mentioned above, we observed downregulation of distinct Cathepsin B3 (CathB)-encoding genes in
aphids feeding on TuYV- or CaMV-infected vs mock-inoculated plants. CathBs are detoxifying proteases
found in saliva and intestine and are subject to gene amplification, which is thought to be an adaptation of
saliva and intestine of aphids feeding on phloem sap from different plant species (Rispe et al., 2007;
Mathers et al., 2017). The CathB identified in Myzus feeding on TuYV-infected plants (g24532) is the same
as the one described by Guo et al. (2020), and the one found in Myzus infesting CaMV-infected plants
(28486) is closely related to it (87 % identity on the amino acid level). The latter paralog (CathB3) is a saliva
protease and an effector that induces plant defenses. Therefore, its downregulation can be proviral by
facilitating plant infestation. Up- or downregulation of CathB-encoding genes during host-virus interactions
has been observed in many arthropod vectors (aphids, whitefly, thrips, leafhoppers, mites and mosquitos),
suggesting importance of the cathepsin Bs in virus-host-vector interactions and, possibly, transmission
(Pinheiro et al., 2017; Hasegawa et al., 2018; Widana Gamage et al., 2018; Gupta et al., 2019; Caicedo et
al., 2019; Li et al,, 2019, 2020; Xu et al., 2021). Another feeding-related downregulated gene in aphids
infesting virus-infected Arabidopsis and Camelina encodes a sialin (g26345). A mammalian ortholog of the
sialin gene encodes a membrane protein of salivary gland cells controlling osmolarity and composition of
saliva (Li et al., 2018). Finally, among commonly downregulated Myzus genes we identified a gene encoding
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a farnesol dehydrogenase-like protein (g24472), implicated in hormone metabolism. This gene could be
responsible for the oxidation of farnesol to farnesal, a precursor of the juvenile hormone as shown for
mosquitoes (Mayoral et al., 2009). Downregulation of juvenile hormone can favor wing development
(Zhang et al., 2019), which might facilitate viral spread.

Taken together, we observed that among the ‘common’ genes those involved in locomotion, neural
development and lifespan were rather upregulated in aphids feeding on virus-infected plants. This might
favor aphid mobility and survival and in turn virus dispersion. Genes involved in stress responses and saliva
functions were mostly downregulated (except the saliva protein ACE1 contributing to lifespan), indicating
that viral infection facilitates aphid infestation of the host plants, for example by dampening anti-herbivore
plant defenses as observed in our previous study (Chesnais, Golyaev, et al., 2022).

2 Virus-specific aphid DEGs on both host-plants
2a TuYV-specific DEGs in Myzus feeding on Arabidopsis and Camelina

To know whether plant viruses can impact aphid genes independently of the plant host, we first
screened for aphid DEGs in common for aphids feeding on TuYV-infected Camelina and Arabidopsis. We
found 19 upregulated genes (see a complete list in Table S3). Two of them might influence aphid feeding
behavior (Table 2a). One (g26473) codes for a putative stylet sheath protein. Stylet sheaths are formed by
gelling saliva that is secreted during stylet penetration in plant tissue. The sheaths insulate the stylets and
potentially protect them from plant defenses and seal cell and phloem puncture sites (Will et al., 2012).
Silencing of an A. pisum sheath protein gene disrupted sheath formation and disturbed phloem-feeding
(Will & Vilcinskas, 2015), suggesting that upregulation, as observed here, might conversely facilitate and
accelerate aphid feeding behavior on TuYV-infected plants (as observed by Chesnais et al., 2020), and
hence TuYV acquisition. The second TuYV-specific feeding-related aphid gene (g15241) codes for a receptor
for the insect neuropeptide SIFamide that might control feeding indirectly by modulating behavior, as
shown for SIFamide in the Chagas disease vector, the kissing bug Rhodnius prolixus (Ayub et al., 2020). The
other upregulated genes are mostly related to development. Interestingly, two of them, forkhead box
protein O (Foxo) and ATP-binding cassette sub-family G member 4-like (ABCG4) could be involved in aphid
wing formation (Shang et al., 2020; Grantham et al., 2020). Induction of wings could considerably increase
virus propagation by aphids, especially over long distances, as recently shown for CMV transmission
(Jayasinghe et al., 2021). In this specific case, the wing formation was attributed to a virus satellite co-
infecting the plant. The few downregulated genes (n = 14, see a complete list in Table S3) specific for aphids
on TuYV-infected plants are involved in detoxification and are closely related to the detoxification genes
downregulated by both viruses in all conditions (see the previous section).

2b CaMV-specific DEGs in Myzus feeding on Arabidopsis and Camelina

We also analyzed the common and specific DEGs only found in aphids fed on CaMV-infected
Arabidopsis and Camelina. We identified a total of 48 DEGs (31 upregulated and 17 downregulated genes,
see the complete list in Table S4). One of the upregulated genes codes for a glucose dehydrogenase (Table
2b). Since glucose dehydrogenases are involved in multiple pathways, it is difficult to attribute a precise
role for these enzymes in CaMV-aphid interactions. Several other upregulated genes might modulate aphid
development and feeding behavior. For example, the gene g21498 codes for a structural RR-2 cuticle
protein 3. Other RR-1 and RR-2 cuticle proteins are involved in virus—vector interactions (Deshoux et al.,
2018), and it would be interesting to investigate a possible role of the RR-2 cuticle protein 3 in CaMV
transmission. Another upregulated gene codes for an astacin (g7709), which belongs to a group of
metalloproteases with various functions (Sterchi et al., 2008). Since the astacin identified here contains a
signal peptide for secretion, it is tempting to speculate that it could be released during salivation or
digestion and that upregulation might improve feeding.

As mentioned in the above section, both TuYV and CaMV infections deregulated some aphid genes
linked to salivary proteins (for example ACE1 and CathB). CaMV acquisition, but not TuYV acquisition,
upregulated in Myzus another potential saliva gene coding for a mucin-2-like protein (g27683). In animals,
saliva mucins protect by lubrication soft and hard tissues in the mouth (Turner, 2016). Their aphid
homologs could have similar functions in protecting the stylet surface. Insect mucins have been studied
thoroughly in the brown planthopper Nilaparvata lugens. One of them, NIMul, is a major component of
watery and gelling saliva, required for proper feeding (Huang et al., 2017). Another one, NIMLP, is also
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involved in sheath formation, but in addition this mucin elicits plant defense responses (Shangguan et al.,
2018). Transferred to aphids, genes encoding mucins could be involved in the significant phagostimulation
observed in aphids on CaMV-infected plants compared to healthy plants (Chesnais et al., 2021).

Among genes downregulated by CaMV (but not by TuYV) in Myzus when feeding on both hosts were
other genes coding for potential saliva proteins. One of them (g22531) codes for a 5’-nucleotidase with
some similarities to a 5’-nucleotidase downregulated by various stresses in A. glycines (Enders et al., 2015)
and to a saliva-contained 5-'nucleotidase of the mosquito Aedes aegypti (Champagne et al., 1995). A
second gene codes for a pancreatic lipase-related 2-like protein (g16515). Similar enzymes have been
identified in the salivary proteome of the potato aphid Macrosiphum euphorbiae (Chaudhary et al., 2015).
Other pancreatic lipases are involved in vector interactions with circulative viruses. A pancreatic lipase
from Rhopalosiphum padi binds to the CP and RT of barley yellow dwarf virus (family Luteoviridae) in yeast
two-hybrid assay (Wang, Wu, et al., 2015) and the gene expression of another pancreatic lipase is
downregulated in Bemisia tabaci fed on TYLCV-infected tomato (Hasegawa et al., 2018). Thus, an impact
of downregulation of this gene on non-circulative CaMV transmission could be indirect. Among other
downregulated genes was the sugar transporter SWEET1-like gene (g20667), which codes for the midgut
receptor of at least three planthopper-transmitted circulative, propagative viruses (Qin et al., 2018). Arole,
if any, for this gene in non-circulative transmission of CaMV by aphids could also be indirect, possibly by
increasing feeding activity and concomitant virus acquisition, due to reduced sugar uptake.

3 Host plant-specific aphid DEGs for TuYV vs CaMV

To reveal an additional, host plant-specific, contribution to viral manipulation strategies linked to
circulative vs non-circulative transmission modes, we analyzed DEGs in aphids feeding on TuYV- vs CaMV-
infected Arabidopsis and in aphids feeding on TuYV- vs CaMV-infected Camelina (Figure 1e, TuYV vs CaMV).
Since for Arabidopsis the total number of such aphid DEGs was 380, we applied a cut-off of log2FC (fold
changes) > 0.5 for upregulated genes and < -0.5 for downregulated genes to limit the number to 90 genes.
This step was not necessary in the case of Camelina, where in total only 22 aphid DEGs were observed (see
the complete lists in Tables S3, S4 and S5).

3a TuYV vs CaMV in Arabidopsis

A higher proportion of genes was upregulated in aphids feeding on TuYV-infected Arabidopsis,
compared to aphids infesting CaMV-infected Arabidopsis (see Table 3a and Supplementary Table S5-6).
Two of them (g5369 and g10419) encode chitinases that are essential for insect survival, molting and
development (Arakane & Muthukrishnan, 2010). Four other genes encode the development-related
proteins octopamine receptor Oamb (g15146), homeotic protein distal-less-like protein (g5303), zinc finger
protein Elbow (g24564) and bombyxin C-2 like protein (g7214) (Campbell & Tomlinson, 1998; Weihe et al.,
2004; Wang et al., 2016; Ding et al., 2017). Thus, compared to CaMV, TuYV infection of Arabidopsis
specifically induces higher expression of aphid genes potentially involved in wing formation/development.
This could promote, as discussed above, the formation of alate individuals with consequences on TuYV
dispersal to new plants.

Interestingly, Myzus feeding on CaMV-infected Arabidopsis showed a different subset of
developmental genes expressed at higher levels than Myzus feeding on TuYV-infected Arabidopsis. Four of
these genes encode cuticle proteins (Table 3b and Supplementary Table S6). The fatty acyl-CoA reductase
wat-like isoform X1 gene (g11235) that was also expressed at a higher level in the presence of CaMV,
compared to TuYV, belongs to a gene family mediating the synthesis of insect cuticular hydrocarbons that
are involved in the waterproofing of insect cuticles but also functions in signaling (Blomquist & Ginzel,
2021).

In addition to developmental genes, nine Myzus genes related to defense and detoxification responses
were differentially expressed in Myzus after acquisition of TuYV on Arabidopsis, compared to acquisition
of CaMV on Arabidopsis (Table 3a,b and Supplementary Table S5). For example, variable deregulations in
the different conditions were observed for four genes of the UDP-glucuronosyl transferase gene family
encoding detoxification enzymes (Brierley & Burchell, 1993). However, other genes that could be related
to defense and/or detoxification were expressed at higher levels in CaMV-exposed aphids compared to
aphids fed on TuYV-infected plants, such as the gene encoding the Hayan serine protease (g21180), which
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activates the melanization immune response to physical or septic wounding (Nam et al., 2012) and a gene
encoding a histidine-rich glycoprotein (g10551). A gene coding for an anti-microbial peptide, repetitive
proline-rich cell wall protein 2-like (g27577) (Li et al., 2012), was also expressed at higher levels in aphids
fed on CaMV-infected plants than in aphids fed on TuYV-infected plants. A similar trend was found for the
nuclear transcription factor Y subunit beta-like (g25790), which might interact with PLRV virions (DeBlasio
et al.,, 2021) and a homolog of which belongs to the upregulated genes associated with the KEGG category
“viral infectious disease” in whiteflies feeding on tomato infected with semi-persistent cucurbit yellow
stunting disorder virus (genus Crinivirus, family Closteroviridae) (Kaur et al., 2019). Overall, we observed
that different immune defense and detoxification pathways are affected in Myzus feeding on CaMV-
infected Arabidopsis, compared to Myzus feeding on TuYV-infected Arabidopsis. This might be related to
the different transmission modes of the two viruses. TuYV being circulative is expected to interact
intimately with the vector and maybe even evade immune responses. On the other hand, CaMV interaction
with the vector is confined to the stylet tip. Therefore, CaMV might rather modulate feeding responses.
This might be illustrated by the strong activation of saliva genes (see below) following CaMV acquisition,
whereas the impact of CaMV on developmental genes was comparably low. However, one needs to keep
in mind that we discuss here only a subset of 90 most strongly deregulated genes in CaMV-exposed aphids
compared to TuYV-exposed aphids.

Interestingly, in aphids feeding on CaMV-infected Arabidopsis, considerably more genes related to
salivary proteins were expressed at higher levels, compared to those feeding on TuYV-infected Arabidopsis.
Salivary proteins, liberated in the apoplast and plant cells or in the phloem during aphid probing and
feeding activity, respectively, are excellent candidates to target defense pathways directly in the plant.
Among them was the gene encoding a regucalcin (g15329) that has been identified earlier in the saliva of
other aphid species (van Bel & Will, 2016). Regucalcin and other calcium-binding proteins could reduce
calcium availability in the phloem, and subsequently inhibit aphid-induced calcium-mediated sieve tube
occlusion in the plant, which is observed in incompatible aphid-plant interactions (Will et al., 2009).
Another gene encodes the soluble calcium-activated nucleotidase 1-like isoform X2 (g12364), which has
previously been annotated in whitefly salivary glands (Su et al., 2012) and is predicted to be a secretory
ATP-hydrolyzing protein that could be involved in reducing the concentration of extracellular ATP and
suppressing plant defenses during whitefly feeding (Roux & Steinebrunner, 2007). Altogether, these aphid
DEGs and the genes discussed above (see section 2b) indicate that CaMV acquisition affects aphid saliva
secretion on infected Arabidopsis. To explain this finding, we propose two non-exclusive hypotheses. In
the first one, the more severe phenotype of CaMV-infected Arabidopsis, compared to TuYV-infected
Arabidopsis, could induce adaptive changes of the aphid secretome to allow successful settlement on the
plants. In the second hypothesis, CaMV could directly alter the saliva transcriptome. Whatever the
mechanisms, these deregulations could be responsible for the changes in the feeding behavior of aphids
on CaMV-infected Arabidopsis plants (Chesnais et al., 2021).

3b TuYV vs CaMV in Camelina

Only 22 DEGs were found for aphids on TuYV- vs CaMV-infected Camelina, 17 expressed at higher levels
in TuYV-exposed aphids and 5 expressed at higher levels in CaMV-exposed aphids (Fig. 1e). This small
number of expression changes, in comparison to aphids fed on Arabidopsis, indicates strong host plant
effects. They might be caused by differential host plant susceptibility to the viruses or different host-vector
associations/suitability.

Among the genes expressed at higher levels in aphids on TuYV-infected vs aphids on CaMV-infected
Camelina, we identified aphid genes related to development, such as the gene encoding a glycine-rich cell
wall structural protein-like (g7216) implicated in chitin-based cuticle development (Table 4, see the
complete list in Table S7). This again suggests that TuYV may target aphid performance by inducing
morphological changes, for example, the formation of wings that could enhance transmission.

Two immune-responsive aphid DEGs on Camelina were different from those observed in aphids feeding
on Arabidopsis, again denoting some host specificity. One gene (g9870), expressed at higher levels in TuYV-
exposed aphids than in CaMV-exposed aphids, encodes dual oxidase maturation factor 1 that is required
for activation of dual oxidases and is involved in the control of reactive oxygen species (ROS) generation
and signaling (De Deken et al., 2014). Its fruit fly ortholog is involved in antimicrobial defense mechanisms
in the Drosophila intestine (Kim & Lee, 2014). Another gene (g18794), expressed at higher levels in TuYV-
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exposed compared to CaMV-exposed aphids, encodes a calcium release-activated calcium channel protein
1-like isoform X1 protein that regulates calcium entry into non-excitable cells and is required for proper
immune function in Drosophila (Hou et al., 2020).

Finally, we observed that the gene coding for the protein THEM®6-like (g24259) was expressed in TuYV-
exposed aphids at a higher level than in CaMV-exposed aphids.

The five genes expressed at higher levels in aphids infesting CaMV-infected Camelina as compared to
those infesting TuYV-infected Camelina were already discussed in previous sections of this manuscript.

Taken together, our results show that DEGs of aphids infesting TuYV-infected vs CaMV-infected
Arabidopsis are quite different from those of aphids infesting another plant infected with these viruses,
Camelina, even if these two plants have strong phylogenetical proximity. This reinforces the idea that
responses of insect vectors had a strong host-virus specificity in our experimental system.

Concluding remarks

We here compared the transcriptome profiles in Myzus aphids infesting two host-plant species from
the family Brassicaceae (Arabidopsis and Camelina) infected with two viruses from different families with
different transmission modes (circulative persistent TuYV and non-circulative semi-persistent CaMV). We
found a strong plant species-dependent response of the aphid transcriptome to infection with either of
the two viruses. This is evidenced by the higher number of aphid DEGs and stronger expression changes on
virus-infected Arabidopsis compared to Camelina, regardless of the virus. Because the aphids were raised
on Chinese cabbage before being transferred onto test plants for the experiments, a host switch effect
might contribute to the observed transcriptome changes (Pinheiro et al., 2017; Mathers et al., 2017).
However, we believe they are mostly neutralized by the experimental set-up, because the condition ‘aphid
on mock-inoculated plant’ (Arabidopsis or Camelina) and not ‘aphid on Chinese cabbage’ was used as the
reference for extracting mock vs virus transcriptome changes. Thus, we should have observed mostly (but
probably not exclusively) changes due to viruses’ effects on aphids. It is worth noting that a plant
transcriptome analysis has revealed a different picture (Chesnais, Golyaev, et al., 2022). There, TuYV
altered a smaller number of plant DEGs in Arabidopsis and Camelina than did CaMV, suggesting a strong
virus-specific effect on the two plant hosts. Thus, the global aphid transcriptome response to plant
infection by the two viruses described here does not correlate with the global plant transcriptome response
to the virus infection.

The amplitude of most expression changes was rather low (log2FC <|2]). The most obvious reason for
this is technical, i.e. the use of whole aphids for RNA extraction diluted organ-specific expression changes.
So, in reality, the number of DEGs and their degree of change might be higher than reported here. Only
future experiments using dissected organs or micro-dissected samples will solve this issue. Nonetheless,
we extracted significant information from the data. We found that stress-related aphid genes were
downregulated in Myzus on both infected plants (regardless of the virus). This suggests that both CaMV
and TuYV infections facilitate the establishment of Myzus on the plants, likely by downregulating
expression of plant genes implicated in anti-herbivore secondary metabolism such as the jasmonic acid
pathway as shown in by us in the same experimental setup (Chesnais, Golyaev, et al., 2022). Apart from
common transcriptomic changes induced by both viruses, our results indicate that there are also virus-
specific gene expression changes, which might be related to the transmission mode. Overall, the circulative
non-propagative TuYV tended to affect developmental genes, which could increase the proportion of alate
(winged) aphids in TuYV viruliferous aphids, but also contribute to their locomotion, neuronal activity and
lifespan, whereas the non-circulative semi-persistent (stylet-borne) CaMV had a stronger impact on
feeding-related genes and in particular those related to salivary proteins. Overall, these transcriptome
alterations target pathways that seem to be particularly adapted to the transmission mode of the
corresponding virus. Long-term interactions of TuYV and its aphid vectors are expected and alterations of
developmental genes, potentially promoting aphid dispersion at the population level (alate morphs with
higher mobility and longer lifespan), could be a suitable strategy. In support of this, we have shown
increased locomotory properties of wingless TuYV-carrying aphids (Chesnais et al., 2020), but whether
Myzus aphids on TuYV-infected plants also form more alate morphs remains to be shown. On the other
hand, the short-term association of CaMV with the tip of the aphid stylets, together with a relatively brief
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retention time, should favor manipulation of rather fast processes, such as initial probing and phloem
feeding, encouraging fast aphid dispersion.

Next research steps should include functional validation of the candidate genes identified in our study
for their role in viral manipulation, such as aphid behavior and performance, and consequently on viral
transmission. Another future research direction would be to investigate post-transcriptional changes such
as post-translational protein modifications, changes in localization, metabolite composition and quantity
and the like, that could likewise impact vectors but cannot be traced by transcriptomic analyses.
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Validation fonctionnelle

Texte principal

L’étude du transcriptome de plantes infectées a permis des avancées dans la description d’acteurs
impliqués dans I'établissement de l'infection, a la fois sur le plan structurel mais aussi fonctionnel
(Zzanardo et al., 2019). Afin d’appréhender la réponse des vecteurs aux virus de plante, des travaux
d’analyse du transcriptome ont récemment été réalisés pour plusieurs pathosystémes (He et al., 2023;
Liang et al., 2021; Patton et al., 2021). Bien que ces études soient souvent réalisées sur le transcriptome
de la méme espece de puceron, Myzus persicae, le nombre de genes différentiellement dérégulés (DEG)
en présence ou non des virus varie de quelques dizaines (Patton et al., 2021) a plus d’un millier (He et al.,
2023) ou plusieurs dizaines de milliers (Liang et al., 2021). Ces résultats témoignent d’un effet virus
spécifique des réponses transcriptomiques des vecteurs. L’obtention du transcriptome de pucerons aprés
plusieurs jours d’alimentation sur des plantes infectées par le turnip yellows virus (TuYV) ou le cauliflower
mosaic virus (CaMV) n’a jamais été réalisée et pourrait permettre d’expliquer les modifications
comportementales ou physiologiques induites par ces derniers (voir chapitre 1 a 3).

Nous avons obtenu le transcriptome des pucerons dans les mémes conditions que celles de I'étude
transcriptomique effectuée sur les plantes infectées ainsi que I'étude des effets post-acquisitions
(chapitre 3 ; Chesnais et al., 2022), c’est-a-dire que les pucerons ont pu s’alimenter pendant trois jours sur
des Arabidopsis ou Camelines saines ou infectées par le TuYV ou le CaMV, avant d’étre récoltés (Chesnais
et al., 2022). Nous avons trié les DEG selon des critéres permettant d’identifier des pools de génes
spécifiques pour des conditions distinctes (DEG communs ou spécifiques pour les virus et les plantes
hotes). La premiére analyse a révélé une proportion conséquente de genes communément dérégulés par
les deux infections virales, parmi lesquels de nombreux génes ayant des fonctions générales dans les
interactions plante-virus-pucerons (cathepsine, sialine-like), ou encore des génes de réponses au stress
(cytochromes P450, glutathion S-transférase). Il a également été constaté que certaines des dérégulations
du transcriptome de M. persicae étaient virus spécifique. En effet, le TuYV a tendance a affecter les génes
de développement de M. persicae. On peut supposer que cela pourrait augmenter la proportion de
pucerons ailés, mais aussi affecter leur locomotion, leur activité neuronale ou leur durée de vie. En
revanche, le CaMV a un fort impact sur les génes liés a I'alimentation et en particulier ceux des protéines
salivaires. Ces dérégulations pourraient étre impliquées dans les modifications du comportement
alimentaire induite par le CaMV précédemment observées (Chapitre 1; Chesnais et al., 2021; Verdier et
al.,, 2023). Cependant, la quantité énorme (~2000 DEG) de dérégulations transcriptomiques rend
I'association d’une modification comportementale a un gene ou une famille de génes distincts
extrémement difficile. Pour autant, nous avons commencé d’évaluer empiriguement I'implication de
guelque genes candidats dans les modifications du comportement de M. persicae. Pour cela, différentes
approches sont possibles. Nous avons choisi de réduire artificiellement (knock-down) I'expression de
certains génes de M. persicae a I'aide d’un systeme VIGS (virus-induced gene silencing). Des fragments de
séquences codantes des genes candidats ont été clonés dans le génome du tobacco rattle virus (TRV ;
Famille : Virgaviridae ; Genus : Tobravirus) afin de générer des ARNdb lors de la réplication du TRV dans
Arabidopsis. Ces ARNdb sont ensuite ingérés par les pucerons s’alimentant sur les plantes infectées et
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vont déclencher le mécanisme de RNA silencing contre les ARNm des candidats, permettant la réduction
de leur expression. Ce systéme étant basé sur le vecteur VIGS construit par Burch-Smith et al. (2006) a
déja été utilisé précédemment par notre équipe (Mulot et al., 2016).

La sélection des candidats parmi la liste proposée dans Chesnais et al. (2022) a été effectuée a partir d’une
étude bibliographique. Nous avons sélectionné des génes codant des protéines potentiellement secrétées
dans la salive (déterminés par la présence notamment d’une séquence « signal peptide ») afin d’étudier
leurs effets sur le comportement alimentaire. Suite a des difficultés de clonage, uniquement les réles de
trois genes candidats ont pu étre évalués en comportement. Les génes codant pour une Astacine (g7709)
et une Mucine (g27683) sont dérégulés positivement chez M. persicae en présence du CaMV alors que le
géne ACE1 (g22588) est sur-exprimé en présence du CaMV et également du TuYV. L’Astacine appartient
a une famille des métalloprotéases qui interviennent dans de nombreuses fonctions cellulaires et
extracellulaires y compris la digestion (Sterchi et al., 2009). Si elle est sécrétée dans la salive, cette protéine
pourrait participer a I'inhibition des voies de défense de la plante. Des Mucines ont déja été caractérisées
chez d’autres hémiptéres comme le fulgore Nilaparvata lugens (Famille : Delphacidae), ou elles sont
retrouvées dans la salive aqueuse et gélifiante et sont nécessaires a I'alimentation des insectes. Il est
probable que leurs homologues chez M. persicae aient des fonctions similaires et soient impliquées dans
I"alimentation. ACE1 a été précédemment étudiée chez Acyrthosiphon pisum, cette protéine est exprimée
dans les glandes salivaires et module les interactions plante-puceron en affectant le comportement
alimentaire et la survie des pucerons sur les plantes hotes (Wang et al., 2015). Plus précisément, le knock-
down des genes ACE1 et ACE2 dans les glandes salivaires réduit la durée de vie d'A. pisum lorsqu’il se
nourrit sur des plantes mais pas sur un milieu nutritif artificiel. Ainsi, ACE1 pourrait favoriser les
performances des pucerons en réduisant les défenses de la plante.

Confirmation de I'efficacité du systeme VIGS

Nous avons réduit artificiellement I'expression des génes cibles par VIGS avec un vecteur TRV,
puis mesuré la transmission virale, mais également des traits comportementaux et physiologiques chez
des pucerons « silencés ». L'induction du mécanisme de RNA-silencing causé par la présence d’ARNdb du
TRV a été confirmée visuellement en utilisant une construction ciblant le géne PDS (phytoene desaturase
gene) d’Arabidopsis (Figure 1a). L'extinction locale de I'expression du gene PDS empéche le
développement des chloroplastes qui ne dépassent pas le stade de proplaste et produit un phénotype
caractéristique de nanisme de la plante ainsi que le blanchiment des feuilles (Qin et al., 2007) (Figure 1a).

La réduction d’expression de génes cibles dans Myzus a quant a elle été quantifiée par RT-qPCR (Figure
1b). Les réductions d’expression des genes codant pour ACE1, I’Astacine et la Mucine chez les pucerons
« silencés » étaient de 32%, 30% et 38%, respectivement, en comparaison de pucerons s’étant développés
sur des Arabidopsis infectées par un vecteur VIGS controle ciblant I'opéron lactose chez E. coli (TRV-LacZ)
(Figure 1b). Cependant la réduction d’expression était significative uniquement pour les constructions
TRV-ACE1 et TRV-Mucine (ANOVA univariée, F = 8.842, p = 0.041 ; F = 10.91, p = 0.0298) et non pour la
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construction TRV-Astacine, malgré une réduction comparable d’expression (ANOVA univariée, F = 0.295,
p =0.616).
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Figure 1 : Confirmation de I'efficacité du systéme VIGS (virus-induced gene silencing). (a) Arabidopsis infectée par la
construction TRV-PDS (a gauche) et Arabidopsis infectée par la construction TRV-LacZ (a droite), 4 semaines post-
inoculation. (b) Expression relative des candidats dans Myzus persicae aprés 7 jours d’alimentation sur des
Arabidopsis infectées par les constructions du TRV-ACE1, -Astacine, ou -Mucine, en comparaison de contréle TRV-
LacZ. Les données représentées sont la moyenne de 3 lots de 25 pucerons * |’erreur standard des moyennes (SEM).
Les astérisques montrent une différence significative (ANOVA univariée, p < 0.05).

Impact du silencing sur le taux de transmission et le comportement alimentaire

Aprés avoir confirmé I'efficacité du VIGS dans M. persicae (Figure 1), nous avons évalué si ces
génes avaient un effet sur la transmission du TuYV ou du CaMV (Figure 2ab). Le taux de transmission du
TuYV est significativement réduit pour les pucerons silencés Mucine (17.5 %) en comparaison des
pucerons silencés ACE1, Astacine et du contréle TRV1 sans infection (ci-aprés dénommés pucerons ACE1,
Astacine, Mucine ou TRV1) (Figure 2a) (GLMM, Df = 4, x = 14.891 p = 0.005). En revanche le taux de
transmission des pucerons LacZ (22 %) est intermédiaire, mais n’est significativement différent d’aucun
des groupes (Figure 2a). Concernant la transmission du CaMV, les taux de transmission sont homogénes
entre les différentes modalités, et aucune différence significative n’a été mise en évidence (GLM, Df = 4,
x = 1.496, p = 0.8273) (Figure 2b). Nous avons ensuite étudié le comportement alimentaire des pucerons
silencés afin d’évaluer si la transmission réduite du TuYV par les pucerons Mucine pouvait étre expliquée
par une altération du comportement du vecteur (Figure 2cd). L'analyse sur les durées des différents
comportements n’a pas montré de différence significative pour la durée totale de I'insertion des stylets
dans la plante (GLM, Df =4, x =8.521 ; p = 0.074). En revanche, la durée des déplacements intercellulaires
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des pucerons ACE1 est significativement réduite d’environ une heure en comparaison de toutes les autres
modalités (GLM, Df = 4, x =18.383 ; p = 0.001). A I'inverse, la durée d’ingestion de séve phloémienne est
significativement augmentée de deux heures pour les pucerons ACE1 en comparaison des pucerons
Astacine, LacZ et TRV1 (GLM, Df =4, x = 23.306 ; p < 0.001). La durée d’ingestion de séve pour les pucerons
Mucine est réduite d’environ une heure, mais cette réduction n’est pas significative. Enfin, la durée de
déraillement des stylets est significativement augmentée pour les pucerons Mucine en comparaison des
pucerons Astacine, avec des valeurs intermédiaires pour les autres modalités expérimentales (GLM, Df =
4,x=20.821; p <0.001) (Figure 2c).

L'analyse sur le pourcentage de temps passé dans chaque phase comportementale montre que la
proportion de temps passée a réaliser des déplacements intercellulaires est significativement réduite pour
les pucerons ACE1 (Kruskall, Df = 4, x = 15.444 ; p = 0.004). La proportion de temps d’ingestion de seve et
celle de déraillement des stylets sont significativement augmentées respectivement pour les pucerons
ACE1 et Mucine (Kruskall, Df =4, x =20.807; p < 0.001 ; Df =4, x = 12.868 ; p = 0.012) (Figure 2c). Le TuYV
est restreint aux tissus du phloeme, I'acquisition des particules virales par son vecteur nécessite un
contact prolongé avec la plante et une ingestion durable de séve dans les tubes criblés. Ainsi, la réduction
de la transmission du TuYV induite par la répression de I’expression de la Mucine pourrait étre causée par
I’altération du comportement alimentaire de M. persicae et notamment la réduction du temps d’ingestion
de seéve. Etonnamment, I'amélioration importante de I'alimentation des pucerons ACE1 n’affecte pas la
transmission du TuYV, malgré une durée totale d’ingestion de séve quasiment doublée. Le CaMV quand a
lui peut étre acquis ou inoculé en quelques secondes lors des premiéres pénétrations breves des stylets
du puceron dans la plante (Palacios et al., 2002). Ces comportements ayant lieu avant I'atteinte du
phloéme, le silencing de la Mucine n’impacte pas la transmission du CaMV. Au vu des comportements
différents nécessaires a I'acquisition et I'inoculation du TuYV et du CaMV, il n’est donc pas surprenant
d’observer un effet différent du silencing de la Mucine sur la transmission de ces deux virus.
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Figure 2 : Effet du silencing du candidat indiqué sur la transmission virale et le comportement alimentaire de M.
persicae (a) Pourcentage de transmission du TuYV. L’acquisition est permise durant 8 h sur une Arabidopsis infectée
puis les pucerons silencés pour le gene indiqué (TRV1, plantes non infectées) sont déplacés vers une plantule
d’Arabidopsis (stade 2 vraies feuilles) afin d’inoculer le virus durant 16 h. Le taux d’infection est évalué 3 semaines
post-inoculation par test sérologique ELISA. Les graphiques représentent les pourcentages de transmission moyens
obtenus a partir de deux sessions de transmission (+/- SEM) (N = 45 —50). (b) Pourcentage de transmission du CaMV.
Les pucerons silencés précédemment affamés durant 2 heures sont déposés 15 minutes sur une Arabidopsis infectée
puis sont déplacés vers une plantule de navet (stade 1 vraie feuille) afin d’inoculer le virus durant 24 h. Le taux
d’infection est évalué 3 semaines post-inoculation par observation visuelle de la présence de symptomes
caractéristiques de I'infection. Les graphiques représentent les pourcentages de transmission moyens obtenus a
partir de deux sessions de transmission (+/- SEM) (N = 46 — 48). (c-d) Comportement alimentaire de M. persicae
silencés sur Arabidopsis Col-0 saines. Sélection de parametres de comportement alimentaire représentés selon la
durée totale (c) ou pourcentage de temps moyen (d) de chaque comportement effectué durant les 8 h
d’enregistrement. Les graphiques représentent les moyennes ainsi que I'erreur standard (N = 19-24). Des lettres
différentes montrent une différence significative testée par (a) un modeéle linéaire généralisé mixte (GLMM) adapté
a une distribution binomiale des données, (b) un modele linéaire généralisé (GLM) adapté a une distribution
binomiale des données, (c) un modele linéaire généralisé (GLM) adapté a une distribution gamme a cause de la
distribution non normales des données, ou (d) un test de Kruskall-Wallis. Lorsque ces tests ont montré une différence
significative, ils ont été suivis d’un test a comparaisons multiples utilisant le package « emmeans » (p < 0.05
méthode : Tukey).
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Effet du silencing sur la biomasse et la fécondité

Le silencing de la Mucine impacte négativement le comportement alimentaire de Myzus persicae
alors que celui de ACE1 favorise considérablement I’alimentation (Figure 2cd). De tels effets sur ces
parametres pourraient avoir des conséquences sur d’autres traits d’histoire de vie du puceron. Les
pucerons Mucine ont une biomasse significativement réduite en comparaison des pucerons des autres
modalités (GLM, Df = 4, x = 24.286, p < 0.001). Ce résultat témoigne d’une difficulté des pucerons Mucine
a exploiter les ressources de la plante sur laquelle ils se nourrissent (Figure 3a). La forte proportion de
déraillement des stylets des pucerons Mucine mise en évidence par I'analyse EPG peut expliquer cet effet.
Néanmoins, I'amélioration de I'alimentation ne semble pas entrainer pas |'effet inverse étant donné que
la masse corporelle des pucerons ACE1 est identique a celles des autres modalités. La mesure de la
fécondité des pucerons silencés n’a révélé aucune différence significative (GLM, Df = 4, x = 5.6477, p =
0.227) (Figure 3b)
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Figure 3 : Traits d’histoire de vie des pucerons silencés pour le géne indiqué. a) Poids sec des pucerons silencés. Les
pucerons ont été pesés par lot de 10. Les boxplots représentent les médianes des poids moyens d’un puceron pour
chacun des lots (N = 18 —24). b) Fécondité totale de Myzus persicae silencés durant 5 jours passés sur des Arabidopsis
infectées avec les constructions TRV-ACE1, -Astacine, -LacZ, -Mucine ou des Arabidopsis non-infectées (TRV1). Un
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puceron silencé a été déposé sur une plante individuelle et a partir de la période reproductive, les néonates ont été
comptés tous les jours durant 5 jours. La somme des 5 comptages est représentée pour chaque individu (N = 30 —
32). Les lettres indiquent les différences significatives. Les analyses statistiques ont été réalisées a partir d’'un modeéle
linéaire mixte (GLMM) pour les données de masse et d’'un modéle linéaire généralisé (GLM) suivant une loi poisson
adaptée aux données de comptage pour la fécondité. Lorsque le test a montré une différence significative, il a été
suivi d’un test de comparaisons multiples a partir du package « emmeans » (p < 0.05 méthode : Tukey).

Localisation de la Mucine dans le puceron

Plusieurs travaux sur les fulgores ont montré que les mucines étaient nécessaires pour
I’établissement de I'alimentation de I'insecte. Les Mucines sont secrétées par les glandes salivaires des
fulgores dans les salives aqueuse et gélifiante. Ainsi, les Mucines peuvent réduire des voies de défense de
la plante comme les dépots de callose dans le parenchyme (Shangguan et al., 2018), mais sont également
nécessaires pour la formation de la gaine salivaire (Huang et al., 2017; Huo et al., 2022; Shangguan et al.,
2018). Cependant, chez les insectes, les Mucines sont également des constituants majeurs de la
membrane péritrophique intestinale (Wang & Granado, 1997; Wu et al., 2019). Pour savoir ou est exprimé
la Mucine (g27683), nous avons effectué des RT-gPCR dans des tétes et des corps entiers de pucerons. Le
géne Mucine g27683 est 6.49 fois plus transcrit dans la téte des pucerons en comparaison du reste du
corps (Figure 4). Ce résultat suggére que cette Mucine pourrait s’accumuler dans les glandes salivaires qui
sont localisés dans la téte des pucerons. La Mucine g27683 peut donc avoir a une fonction homologue a
celle observée chez les fulgores, c’est-a-dire comme composant de la salive aqueuse ou gélifiante. Nous
avons tenté d’évaluer sa potentielle implication dans la formation de la gaine salivaire en effectuant des
observations de gaines salivaires en microscopie. Cependant, nous n’avons pas réussi a observer ces
structures, que ce soit chez les pucerons Mucine, ou des pucerons témoins.
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Figure 4 : Localisation de la Mucine dans le puceron. a) Expression relative du géne Mucine dans la téte ou le reste
du corps chez Myzus persicae sauvages. Le graphique représente la moyenne de 5 lots de 30 pucerons * I'erreur
standard des moyennes (SEM). L’astérisque témoigne d’une différence significative (ANOVA univariée, F = 16.05, p
= 0.004). b) Photographie d’une dissection séparant la téte du corps de M. persicae. Photographie C. Villeroy et M.
Verdier.

Conclusion

En résumé, I'expression d’ARNdb par I'utilisation de la technique VIGS dans Arabidopsis a permis
de réduire artificiellement I’expression de trois genes candidats chez Myzus persicae. Aucun effet n’a été
observé pour le silencing du géne Astacine. En revanche, la réduction d’expression d’ACE1 améliore
nettement I'alimentation de M. persicae. Cet effet avait précédemment été montré chez le puceron
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Acyrthosiphon pisum lors du silencing simultané d’ACE1 et ACE2 (Wang et al., 2015). Il peut sembler
étonnant que la réduction de I'expression d’un effecteur salivaire améliore I'alimentation des pucerons,
cependant, I'étude de Wang (2015) montre également que le silencing de ACE1 et ACE2 s’accompagne
d’une forte mortalité de A. pisum. Ce géne semble pléiotropique et nécessaire pour des fonctions vitales
autres que l'ingestion de seve. Toutefois, 'augmentation de la mortalité lors du silencing seul d’ACE1, n’a
pas été observée dans notre étude. Du point de vue de la manipulation, le TuYV et le CaMV améliorent
tout deux I'alimentation de Myzus persicae, et I'expression de ACE1 était augmentée en présence des
deux virus. Il semble donc incohérent que ces virus influencent le géne ACE1 pour améliorer leur
transmission.

Nous avons montré que le silencing du géne codant pour une Mucine perturbait I'alimentation des
pucerons. Les difficultés des pucerons Mucine pour s’alimenter sont probablement responsables de la
réduction du taux de transmission du TuYV et de la masse réduite. L’analyse transcriptomique a montré
que le géne de la Mucine était surexprimé chez les pucerons viruliféeres CaMV uniquement, or, le silencing
de ce géne n’impacte pas la transmission de ce virus. Nos observations ne corroborent donc pas une
manipulation de ce gene par le CaMV. Cependant, la Mucine semble impliquée dans les interactions
plante-puceron, notamment dans le maintien d’un comportement alimentaire efficace. Des travaux
complémentaires sont nécessaires pour caractériser le fonctionnement de cette protéine chez les
pucerons, qui semble nécessaire au déplacement des stylets dans la plante.

Matériel et méthodes

Culture des plantes

Les graines des plantes utilisées dans I'ensemble des expérimentations ont été semées dans des pots
(70 mm x 70 mm x 65 mm) contenant du terreau TS 3 adapté aux plantes a cycles courts (Klasmann-
Deilmann, Geeste, Allemagne). Les graines de navet (Brassica rapa L. variété « Just Right ») ont été
généreusement fournies par la filiale Européenne de la société Japonaise Takii & Company située a Kwakel
aux Pays-Bas. Les graines d’Arabidopsis thaliana (lignée « Col-0 » ; écotype « Columbia-0 ») ont été
obtenues par multiplication de plantes originaires du Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) de
I"'université de Nottingham en Angleterre. La germination de ces plantes a été réalisée en conditions
contrélées dans des chambres de culture a 20 + 1 °C sous une photopériode 8/16 h (jour/nuit). Aprés 9
jours pour les navets, ou 14 jours pour les Arabidopsis (stade d’inoculation des plantules, le cas échéant),
les plantes ont été déplacées dans des chambres de culture soumises a une photopériode plus étendue
14/10 h (jour/nuit).

Elevage des pucerons

Le clone de puceron de I'espece Myzus persicae (Sulzer) (Hémiptere : Aphididae) est originaire d’une
femelle parthénogénétique prélevée aux Pays-Bas. Les pucerons sont élevés sur chou chinois (Brassica
rapa L. pekinensis variété « Granaat»). Les conditions de culture sont similaires a celles des
expérimentations, a savoir une température de 20 + 1 °C et une photopériode de 14/10 h (jour/nuit).
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Production de pucerons Knock Down (KD) par RNA silencing

Afin d’utiliser la technique de VIGS pour induire le silencing des génes candidats dans les
pucerons, des fragments d’environ 300-500 pb de la séquence codante des genes d’intéréts ont été
insérés dans le vecteur pTRV2 (Tableau supplémentaire 2). Des Arabidopsis agées de 2 semaines ont été
agro-infiltrées de facon simultanée avec les plasmides pTRV1 et pTRV2 pour déclencher une infection au
TRV et produire des ARN double brin (ARNdb). La modalité TRV1 correspond a |'agro-infiltration du
plasmide pTRV1 seul, et donc a une plante non-infectée. Quatre semaines post-inoculation, des pucerons
adultes ont été déposés 24 h sur les plantes afin de produire des juvéniles, puis retirés pour ne conserver
gue les néonates nés le méme jour. Apres 7 jours de développement sur les Arabidopsis produisant des
ARNdDb, les pucerons « silencés » ont été utilisés pour les différents expérimentations.

RT-PCR quantitative

Chaque extraction d’ARN a été effectuée a partir de 30 pucerons (entier ou séparation corps /
téte). Les ADN complémentaires (ADNc) ont été synthétisés a partir de 1000 ng d’ARN total en utilisant
des oligo dT et I'enzyme M-MLV (Promega, Madison, Etats Unis) afin de rétrotranscrire tous les ARN
messagers. Les échantillons ont été soumis a quarante cycles composés de 10seca 95 °C,30seca60°C
et 30 sec a 72° C. Des plaques 96 puits ont été utilisées afin de réaliser des triplicats techniques et en
effectuant 3 a 5 réplicats biologiques. Les réactions de qRT-PCR ont été réalisées avec du SYBR Green dans
un thermocycleur CFX cycler Bio-Rad (Hercules, Etats Unis). Les expressions relatives des génes d’intéréts
ont été calculé avec la méthode AACT et normalisé par I'expression des génes de références L27 et EF-1a
(Kang et al., 2017) (Tableau supplémentaire 1).

DAS-ELISA

Le test immuno-enzymatique DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich - Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) a été utilisé pour détecter la présence de particules virales du TuYV ou du TRV dans des
broyats de plante obtenus a partir de 100 mg de matiére fraiche. Ce diagnostic enzymatique a été utilisé
avec des anticorps anti-TuYV (Loewe, Sauerlach, Allemagne) pour évaluer la proportion de plante
infectées lors des tests de transmissions, ainsi qu’avec des anticorps anti-TRV (Loewe, Sauerlach,
Allemagne) pour vérifier la présence de I'infection lors de la mise en place du protocole VIGS. Chaque
anticorps a été utilisé a la dilution 1:400°™,

Etude de la transmission virale

La transmission du CaMV a été réalisée a partir d’Arabidopsis infectées vers des navets sains. Les
pucerons ont d’abord été affamés durant 2 h sur du papier filtre dans une boite de pétri. Puis des cohortes
de 5 pucerons adultes (8 + 1 jours) ont été délicatement déposées a I'aide d’un pinceau sur chacune des
Arabidopsis infectées. Aprés 15 minutes d’acquisition, chaque puceron a été individuellement déplacé
vers un navet de 9 jours (stade 2 cotylédons + une vraie feuille). Aprés 24 h d’inoculation, les plantes ont
été traitées a l'insecticide (Pirimor G, 1 g/L d’eau). Aprés 3 semaines, la proportion de plantes infectées a
été évaluée visuellement par la présence ou non des symptomes caractéristiques. La transmission du TuYV
a été évaluée d’Arabidopsis vers Arabidopsis. Egalement cing pucerons ont été déposés sur chacune des
plantes infectées, puis transférés individuellement sur des Arabidopsis saines agées de deux semaines
(stade 2 cotylédons, deux vraies feuilles). En revanche cette fois-ci les durées d’acquisition et d’inoculation
ont été respectivement de 8 et 16 heures. La durée d’acquisition étant bien plus longue que celle utilisée
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pour le CaMV, les pucerons n’ont pas été affamés. A la suite des 16 heures d’inoculation, les plantes ont
été traitées au Pirimor. Apreés trois semaines, la présence de I'infection a été testée par DAS-ELISA.

Etude du comportement alimentaire

La technique de I'éléctro-pénétrographie (EPG) a été utilisée comme décrit dans (Tjallingii 1988).
Cette technique consiste a intégrer le puceron dans un circuit électrique en collant sur la partie dorsale
de 'abdomen une électrode constitué d’un mince fil d’or (@ = 12.5 um). Huit pucerons sont connectés
simultanément au systéme Giga-8 DC-EPG amplifier (EPG Systems, Wageningen, Pays-Bas) et déposés sur
une feuille d’Arabidopsis saine agée de 5 semaines. Les enregistrements ont été effectués en continu
durant 8 heures au cours de la photopériode et a l'intérieur d'une cage de Faraday a 21 + 1 °C. Les
enregistrements ont été acquis et analysés avec le logiciel PROBE 3.5 (EPG Systems) (Giordanengo, 2014;
Sarria et al., 2009). Pour chaque modalité, entre 19 et 24 individus ont été analysés. Les pucerons ayant
générés moins de 5 heures de signales ont été exclu de I'analyse.

Masse des pucerons

Le poids sec des pucerons a été mesuré a |'aide d’'une microbalance (Sartorius MSE3.6P-000DM)
pouvant distinguer des variations de masse de l'ordre du microgramme. Avant d’étre pesé
individuellement, les pucerons sont desséchés en les plagant 48 h dans une étuve a 32 °C.

Etude de la fécondité

La fécondité a été évalué en déposant un puceron adulte (8 £ 1 jours) sur une plante test, puis en
comptant le nombre de juvéniles aprés 5 jours d’infestation. Les adultes n’ayant pas survécu ou n’ayant
pas été retrouvés a la suite des 5 jours ont été retirés de I'analyse. Durant la totalité de I’étude les plantes
infestées ont été placées en conditions contrdlées sous une photopériode 14/10 h (jour/nuit) a une
température de 20 £ 1 °C.

Statistiques

Les données de RT-qPCR ont été traitées avec une ANOVA univariée utilisant la fonction (aov).
Nous avons utilisé un modele linéaire généralisé (GLM) pour déterminer une différence statistiquement
significative pour les données EPG sur les durées. Les parametres de durée d'alimentation n'étant pas
normalement distribués, nous avons utilisé un GLM suivant une distribution gamma (lien = "inverse"). Un
test de Kruskall-Wallis a été utilisé pour les données EPG sur les proportions de temps passées pour
chaque comportement. Pour les mesures de masse et de transmission, nous avons utilisé la fonction
"glmer" (paquetage R : "Ime4") pour réaliser un modéle linéaire mixte généralisé (GLMM) afin de
déterminer une différence statistiquement significative entre les modalités. Nous avons inclus le facteur
"session" comme variable aléatoire (correspondant aux différentes répétitions), tous les autres facteurs
étant considérés comme des effets fixes. Les GLM ou GLMM employés pour les mesures de fécondité et
de transmission ont été utilisés respectivement avec une distribution Poisson ou Binomiale, pour prendre
en compte la distribution des données discretes ou codées sous la forme 0 - 1. Lorsqu'un effet significatif
a été détecté, un test de comparaisons multiples (paquet R "emmeans" ; ajustement Tukey) au niveau de
significativité de 0,05 a été utilisé pour tester les différences entre les traitements. Les conditions
d'application de tous les GLM et GLMM ont été vérifiées en inspectant les résidus et les diagrammes QQ.
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a |'aide du logiciel R v. 4.0.5 (www.r-project.org/).
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Données supplémentaires :

Tableau supplémentaire 1 : Liste des primers utilisés. Les sites de restrictions Xbal (5’) et BamHI (3’) sont
nécessaires au clonage dans le vecteur pTRV et soulignés dans le tableau.

Usage Organisme Géne  Sens(5'->3') Anti-sens (5'->3")

gPCR Myzus persicae ACE1  TTTGTACGGCAGAGCAACCA CCCGTAGCCTCTCTCCATTG

gPCR Myzus persicae Astacine ACCGAAGATGGAAGGTAAAACGA ATTTGGCGGTGTCCCTAGA

gPCR Myzus persicae EIF1-a AGATTGGACAAACCCGTGAA GCTGTATGGTGGTTCAGTAGAG

gPCR Myzus persicae L27 CCGAAAAGCTGTCATAATGAAGAC GGTGAAACCTTGTCTACTGTTACATCTTG
qPCR Myzus persicae Mucine CCACCACCTAACAGTGCTCC TTGTAACCAGTCTGTGGGCG

VIGS Myzus persicae ACE1  TTTICTAGAACATTTGCTCGGTGATATGTGG TTTGGATCCCTTCGTTAGCTCCTTCGCGG
VIGS Myzus persicae Astacine TTTTCTAGACAAGGAGACATGGCGATGAATA TTTGGATCCGTAATAATTCGTGAATAGGTCG
VIGS Myzus persicae Mucine TTTTCTAGAGCAATCATCATCAGAAAGTCC  TTTGGATCCGTTGAAGAAGCACCTAGAGAT

Tableau supplémentaire 2 : Séquences des fragments de géne insérés dans le vecteur pTRV2.

Géne Taille Séguence dufragment (5'->3")
ACATTTGCTCGGTGATATGTGGGCGCAGTCGTGGGAACGTTTGGATGAATTTACTCGACCCTATCCAACCATCGACGACGTAA
ACCCCACATCCGCCATGATCAATCAGAACTACACTCCGAAAAAAATGTTTAAAGTGGCAGAAGAATTTTTCACATCGTTAAACC

ACE1 404 pb TGAGCGCAATGCCCCAAACTTTCTGGGAAAAATCTATTTTGGAGAAGCCAAATGGTCGCGATCTGGTATGCCATGCATCAGCA
TGGGACTTTTACGATTCTAATGACTTTAGAATCAAACAATGCACATCGGTAAATTTTATGGATTTCATAACTGCCCACCACGAGA
TGGGACACATCCAATATTTCCTACAATACAAAGACCAGCCATTCATATACCGCGAAGGAGCTAACGAAG

CAAGGAGACATGGCGATGAATAACGAGATTTTTGATTATTGGCGAGTAGGCCTGCGATGGGATATTTTCCCGGAGAAACTCTG
GCTCAACCGTACCGTGCCATATTTGATCAGTCCGCTTTACGAAACCGAACACCGGATTCTAATATACCAAGCAATCAGGACGAT

Astacine 370 pb CAACTTTCTGACTTGCATCAAATTCGTGCCATGGACCGGAAAAGAAAAGGATTATTTGCTGATATGGCCAGTGAAATATCCTTC
TGGGTGTTGGTCGTACGTGGGCCGTTACGGGGGACCGCAAGTTGTGTCTCTGCAGCCACCGGACGAAACAGGAGCTAATTGC
TTAGGTACCGACGGACGACCTATTCACGAATTATTAC

GCAATCATCATCAGAAAGTCCTGCAAATGAAGTAGAAAATGAATTACCTGATCAACCAGAAGAAACTAGTTCTAGTGGACCAA
ATTGTGAGTCAGAAGGATTCCATCCATACAGTGAAGGTTGTAGTAAAAAATTCATAAGGTGCGTAGACAAAGGTGATGGGACT
Mucine 483 pb TTTACCAAGTATGAATTTGACTGTGGTGAAGGAACTTTATGGGACGATAGTCAACAAACATGTAACCATGCTAACCTAGTAAAT
TGTGGAACCACAACGGCAGCTACACCTTCCACAATACAATCAGATTCTACCGTAGCGCAGCAAATAACTACAGCCAACATATG
GTCTACTTCAGTAACATCTAATTCATCTATGATGTCAAGCT CAAGTTCAAGTTCTAGTAGTTCTTCAAGTAGCCAGTTTTCAACT
TCAGCTGTCACTGCCGGTCAAACAAATGGAGGATTTAACCAACAATCTCTAGGTGCTTCTTCAAC
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Discussion générale

Le CaMV, un virus aux multiples stratégies de manipulation

Identifications des protéines virales impliquées dans la manipulation par le CaMV

Un des objectifs principaux de la thése était d’identifier les facteurs protéiques viraux du TuYV et
du CaMV impliqués dans des modifications comportementales ou des différents traits d’histoire de vie du
vecteur M. persicae.

Concernant le CaMV, ces travaux ont été valorisés sous la forme de deux articles (cf. Chapitre 1, Chesnais
etal.,, 2021; Verdier et al., 2023). Nous avons montré que le CaMV modifiait le comportement alimentaire
de son vecteur M. persicae dans un sens pouvant favoriser la transmission. Les deux altérations principales
observées sont une augmentation de l'ingestion de séve des pucerons s’alimentant sur des plantes
infectées, et une augmentation du nombre de pénétrations dans la plante et de pénétrations
intracellulaires des stylets lors des premiers contacts du puceron avec une plante infectée. Nous avons
respectivement associé ces effets aux protéines P6 et P2 du CaMV (Chapitre 1).

Cependant, nous avons également observé une réduction de la fécondité des pucerons s’alimentant sur
des Arabidopsis infectées (Chesnais et al., 2021). Les mesures de fécondité effectuées sur les différents
mutants de la P6 ont permis d’exclure I'implication de cette protéine dans ce phénomene, et ce malgré
les variations de durées d’ingestion de séve induite par cette derniéere. Il est également peu probable que
I’effet de la P2 sur le comportement, limité aux tissus superficiels, puisse expliquer la fécondité diminuée.
Il est donc envisageable que d’autres facteurs du CaMV soient en cause. Pour un autre virus, la protéine
Nla-Pro du TuMV a été identifiée comme responsable de 'amélioration des performances de M. persicae
en réduisant les dépdts de callose et en favorisant la production d’éthyléne (Bak et al., 2017; Casteel et
al.,, 2014a, 2015b). Notre analyse transcriptomique des plantes infectées (Arabidopsis et Cameline) a
montré des fortes dérégulations de la voie de biosynthése de I’éthyléne lorsque les plantes sont infectées
par le CaMV (chapitre 4, Chesnais et al., 2022). On peut supposer qu’une protéine du CaMV modifie la
production de cette hormone et pourrait étre responsable de la réduction de fécondité du CaMV.
L’éthyléne étant une phytohormone volatile elle n’a pas pu étre détectée lors de I'analyse métabolomique
effectuée en LC-MS (chapitre 3). Il serait nécessaire d’effectuer des analyses GC-MS pour doser la
production de cette molécule, ou du moins des RT-gqPCR pour confirmer les dérégulations de sa voie de
biosyntheése (e.g., génes ACC synthase et ACC oxydase). Le CMV réduit également les performances de M.
persicae, cependant le mécanisme responsable de cet effet nécessite le dialogue de 3 protéines virales
(1a, 2a et 2b) (Westwood et al., 2013). Il est donc également envisageable que la réduction de la fécondité
de M. persicae observée sur les plantes infectées par le CaMV résulte de I'expression constitutive de
plusieurs protéines virales. Effectuer le croisement d’Arabidopsis transgéniques exprimant des protéines
virales permettrait d’étudier ces effets. Cette approche nécessite cependant des lignées de plantes
transgéniques exprimant chaque protéine virale, processus long et parfois complexe. Pour pallier cette
contrainte, il serait envisageable d’exprimer la seconde protéine virale de facon transitoire par agro-
infiltration dans une plante transgénique déja obtenue (par exemple les plantes P6).
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Les effets manipulatoires des virus semi-persistants

L'influence des virus sur le comportement de vection des pucerons est fortement modulé par la
persistance des virus dans le vecteur mais également pas leur tropisme tissulaire dans la plante hote
(Mauck et al., 2018). Les effets manipulatoires sont effectivement similaires pour des virus partageant un
mode de transmission proche, et ce malgré des distances phylogénétiques éloignées (Mauck et al., 2012).
Les virus persistants et limités aux tissus du phloemes favorisent généralement un contact prolongé entre
le vecteur et la plante infectée permettant I'acquisition du virus restreint dans ces tissus profonds, ainsi
gu’une amélioration générale des performances du vecteur (dos Santos et al., 2016; Patton et al., 2020;
Su et al., 2015). A I'inverse, les virus non-persistants et non-limités aux tissus du phloéme ont tendance a
encourager la dispersion des vecteurs ayant acquis rapidement le virus dans les tissus superficiels de la
plante (Carmo-Sousa et al., 2014; Mauck et al., 2010).

Tres peu d’études ont été réalisées sur la manipulation virale concernant les virus semi-persistants (Mauck
et al., 2018). Il est donc difficile de faire des prédictions sur les manipulations attendues ou favorables
pour ces virus. D’autant plus gqu’ils sont caractérisés par un temps de rétention intermédiaire entre les
virus persistants et non-persistants, mais également parce qu’ils comportent des virus restreints ou non,
aux tissus du phloeme.

Nous n’avons pas évalué les préférences de choix de M. persicae entre des plantes saines et infectées par
le CaMV. Cependant des travaux de revue montrent que la trés grande majorité des virus de plantes
induisent des préférences pour les plantes infectées ou une absence de préférences (Mauck et al., 2012,
2018). Il est donc probable que les pucerons préférent les plantes infectées par le CaMV, ou du moins, ne
les évitent pas. Une seule pigdre intracellulaire peut suffire a transmettre le CaMV (Palacios et al., 2002),
et nous avons montré que le CaMV augmentait la fréquence de ces événements lors des premiers contacts
du puceron avec la plante (Chapitre 1, Verdier et al., 2023). De telles modifications du comportement sont
probablement favorables a I'acquisition mais également a I'inoculation virale. Cependant, le CaMV peut
également étre acquis apres une phase d’ingestion de séve dans le phloéme, et ce, plus efficacement que
lors de pénétrations cellulaires seules (Palacios et al., 2002). Nos résultats ont montré que la durée
d’ingestion de séve de pucerons s’alimentant sur des plantes infectées était augmentée (Chapitre 1,
Chesnais et al., 2021). Du point vu des effets sur I'alimentation de son vecteur, le CaMV adopte donc une
stratégie bimodale. D’une part, le CaMV présente des traits similaires a ceux observés chez les virus non-
persistants, comme le CMV qui augmente le nombre de pénétrations intracellulaires uniquement lors des
premiéres 15 minutes de contact avec la plante (Carmo-Sousa et al., 2014) favorisant ainsi une acquisition
rapide, typique de ces virus. D’autre part, lors de contacts prolongés avec la plante infectée, le CaMV
favorise I'ingestion de seve comme cela a été montré pour les virus persistants et restreints au phloeme
tel que le PLRV, par exemple (Alvarez et al., 2007). En revanche, I'établissement durable (3 jours) des
pucerons sur les plantes infectées comme cela a été étudié dans le chapitre 3, montre de nombreux effets
déléteres sur la physiologie de M. persicae (ressources énergétiques, masse, survie, fécondité). En
condition de choix, une proportion non négligeable des pucerons serait certainement encouragée a
quitter ces plantes avant I'apparition de I'ensemble des effets négatifs, que ce soit aprés quelques minutes
(~quelques piqdres intracellulaires) ou quelques heures (~ingestion de séve phloémienne). Le CaMV
semble donc influencer son vecteur afin que celui-ci effectue les comportements les plus adaptés pour sa
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transmission (attraction des vecteurs, comportement alimentaire propice a I'acquisition, dispersion,
motilité et recherche d’hote favorisées) (Figure 13). Le groupe des semi-persistants est un groupe
composé de virus aux biologies hétérogenes. En effet, le beet yellows virus (BYV, famille : Closteroviridae,
genre : Closterovirus) par exemple, est un virus semi-persistant transmis par puceron, limité aux tissus du
phloeme et acquis lors de phases comportementales trés singuliéres dans ces tissus (Jiménez et al., 2020,
2021). Etant donné son tropisme tissulaire dans la plante, on peut émettre I’'hypothése que le BYV favorise
I'acceés aux tissus du phloeme et I'ingestion de séve, comme c’est le cas du cucurbit yellow stunting
disorder virus (CYSDV, famille : Closteroviridae, genre : Crinivirus), un autre virus membre des
Closteroviridae, également limité aux tissus du phloéme mais transmis par aleurode. Pour ce dernier, il a
été montré que les aleurodes vectrices s’alimentant sur les melons infectés passaient plus de temps a
ingérer de la seve phloémienne que sur des melons sains (Chesnais et al., 2021). Il semble donc que les
traits manipulatoires du CaMV soient adaptés a sa biologie particuliere, et soient difficilement
extrapolables a d’autres virus semi-persistants.

PRE-ATTERISSAGE COMPORTEMENT D’ACQUISITION EFFETS POST-ACQUISITION

ETABLISSEMENT
ET

ALIMENTATION

DlsPERSION

EVALUATION

ORIENTATION ﬁ
i Volatils, molecules
de surface, Nutriments,
Volatils, taille, nutriments, défenses, pression Inconnu
couleur, contraste défenses, texture osmotique

Figure 13 : Séquence comportementale potentielle d’'un puceron en réponse a des aspects du phénotype d’une plante
hote infectée par le CaMV. Les encadrés oranges correspondent aux effecteurs viraux suspectés d’influencer le
comportement du puceron vecteur alors que les encadrés verts correspondent aux protéines identifiées comme
modifiant (de fagon direct ou indirecte) le comportement de M. persicae. La protéine P6 est responsable de
I'apparition des symptomes et pourrait favoriser le choix des pucerons vecteurs vers les plantes infectées. Il a été
montré dans la thése que la P2 était responsable des modifications de comportement alimentaire observées dans
les tissus superficiels de la plante (épiderme / mésophylle) alors que la P6 favorise I'ingestion de séve a partir du
phloeme. Concernant les effets post-acquisitions, la P2 semble favoriser I'inoculation virale en augmentant le
nombre de piqlires et de pénétrations intra-cellulaires des pucerons viruliferes, mais aucun facteur viral n'a été
identifié comme responsable des effets sur la motilité et la dispersion accrue des pucerons viruliferes. Figure adaptée
a partir de (Mauck et al., 2016).
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Les facteurs viraux candidats a la manipulation par le TuYV

Identifications des protéines virales impliquées dans la manipulation par le TuYV

Les travaux réalisés dans le chapitre 2 de la thése ont montré que le TuYV facilitait I'acces aux
tissus du phloéme et augmentait I'ingestion de seve des pucerons s’alimentant sur des plantes infectées,
mais également que I'expression constitutive de la protéine de capside (CP) dans des plantes
transgéniques permettait de reproduire des effets similaires a ceux d’une infection authentique. La CP
semble donc étre le facteur viral responsable de ces modifications du comportement alimentaire.
Cependant, une tendance a la facilitation de I'alimentation a également été observée lors de I'utilisation
de plantes transgéniques exprimant le suppresseur de silencing (P0O), ce qui suggére que cette protéine
pourrait également influencer ce comportement dans une moindre mesure.

Dans la littérature, d’autres effets manipulatoires ont été attribués au TuYV. Claudel et al. (2018) ont par
exemple montré que le TuYV modifiait les composés organiques volatiles (COVs) émis par des Arabidopsis
ou des Camelines infectées. Cette perturbation des odeurs émises par la plante favorise |'attraction de M.
persicae dans le cas des Camelines infectées, mais est sans effet sur le choix des pucerons lors de
I'utilisation d’Arabidopsis. Les auteurs suggérent que I'attraction est causée par I'augmentation du volume
de COVs libérés par les plantes infectées, et non la variation de la composition des molécules émises. Dans
ce travail, aucun facteur viral n’a cependant été identifi¢ comme induisant ce phénomeéne. Une étude sur
un virus phylogénétiquement proche du TuYV, le PLRV, a révélé des effets des protéines PO, P1 et P7 sur
le comportement de colonisations des plantes par les pucerons via la modulation de la production d’acide
jasmonique et d’éthyléne (Patton et al., 2020). L’éthyléne étant une molécule volatile, il est plausible que
la modulation de sa production soit impliquée dans I'altération du choix de M. persicae dans le cas du
TuYV. La protéine P7 n’est pas codée par le génome du TuYV, mais le role de la PO et de la P1 dans
I'attraction des pucerons par les plantes infectées reste a investiguer (Figure 15). Concernant la protéine
PO, l'identification des métabolites différentiellement accumulés dans les plantes transgéniques PO
(chapitre 3) pourrait apporter des informations complémentaires et suggérer des mécanismes potentiels.

Concernant les effets post-acquisitions induit par le TuYV (chapitre 3) ou ceux décrit précédemment dans
Chesnais et al. (2020), les facteurs viraux responsables restent également inconnus. La protéine P4 du
PLRV altére le métabolisme de I'amidon et influence I'allocation des sucres libres des tissus puits vers les
tissus sources (Herbers et al., 1997; Hofius et al., 2001). Le fructose produit lors de I'hydrolyse du
saccharose étant la ressource alimentaire principale des pucerons (Ashford et al., 2000; Rhodes et al.,
1997), la protéine P4 est un trés bon candidat qui pourrait agir sur I'accumulation des ressources
énergétiques dans le puceron lors de I'alimentation sur les plantes infectées, et par la suite, le
comportement post-acquisition. De plus, le TuYV étant internalisé dans son vecteur, certains effets post-
acquisitions pourraient découler d’interactions directes entre les particules virales et le puceron comme
précédemment démontré pour un autre solemoviridae, le BYDV (Ingwell et al., 2012). En effet, certains
virus circulants (et majoritairement propagatifs) interagissent avec le systémes nerveux et/ou les glandes
salivaires de leur vecteur et pourraient influencer son comportement (Hogenhout et al., 2003; Jia et al.,
2018; Montero-Astua et al., 2016). Une étude récente dans notre équipe ne semble cependant pas tendre
vers ces conclusions concernant le TuYV (Marmonier et al., 2022).
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Mes travaux de these, ainsi que ceux effectués par I'équipe d’accueil, mettent en avant I'importance
d’étudier le role de I'espece de la plante h6te dans la manipulation. En effet, il a été observé que le TuYV
augmentait la fécondité de M. persicae, améliorait sa motilité et favorisait son attraction chez la Cameline
ou la Claytonia (Chesnais et al., 2020; Claudel et al., 2018), mais ces effets n’ont pas été retrouvés chez
Arabidopsis (Chapitre 2 & 3, Claudel et al., 2018). Cette constatation pourrait étre un exemple d’effet
pléiotropique antagoniste décrit en introduction. Les effets manipulatoires sont induits par le TuYV dans
certains hotes comme la Cameline et la Claytonia, mais ces caractéristiques ne s’expriment pas chez tous
ces hotes. Ces effets pourrait étre étudiés en employant plusieurs hotes du TuYV qui posséde une gamme
d’héte étendue comprenant au moins 23 familles végétale (Beuve et al., 2008). Les intéréts
agroéconomique émergent au sujet de la Cameline (biocarburant et alimentation) ont permis des avancés
dans la caractérisation de son génome et le développement d’outils moléculaires et génétiques adaptés
a sa manipulation (Berti et al., 2016; Browne et al., 1991; Mach, 2019). Elle pourrait donc étre préférée a
Arabidopsis pour I'étude des phénoménes manipulatoires viraux. Son hexaploidie est toutefois un frein
pour la génération de plantes transgéniques (Mach, 2019), et cette limitation ne peut étre contournée
par l'utilisation de la Claytonia qui possede également un génome polyploide (MclIntyre, 2012). Il a été
précédemment montré que les effets manipulatoires d’un virus étaient dépendants de |'adaptation de la
souche a son hote (Mauck et al., 2014). Nous avons utilisé dans cette étude le TuYV FL1 isolé a partir de
laitue (Veidt et al., 1988), mais différentes souches de TuYV pourraient é&tre comparées comme des isolats
provenant du Colza (Asare-Bediako et al., 2020), ou de plantes « réservoirs » comme le sont les hotes
herbacés (Slavikova et al., 2022). Ces approches permettraient de confirmer les effets manipulatoires du
TuYV observés sur certains hotes, et probablement d’en découvrir également des nouveaux, spécifiques
a certaines relations hotes - souches virales.

Vers d’autres facteurs viraux impliqués dans la manipulation

Une partie importante des travaux de cette thése a été consacrée a l'identification de facteurs
protéiques viraux impliqués dans la manipulation du vecteur M. persicae. La manipulation virale peut
cependant agir via d’autres déterminants. En effet, un article récent a décrit que le satellite a ARN du CMV
(Y-sat) altérait la physiologie de son vecteur et augmentait la proportion d’individus ailés dans la
population par la production de petit ARN interférants (siARN) (Jayasinghe et al., 2021). Une littérature
croissante suggere des effets des mécanismes du silencing de la plante et de leurs produits, des petits
ARN interférant induit par les virus (visi-ARN), sur les effets manipulatoires des virus (Haasnoot et al.,
2007; Jayasinghe et al., 2021; Swevers et al., 2013; Yu et al., 2016). Ces mécanismes sont susceptibles de
jouer un role "indirect" de manipulation par leurs implications majeures dans la défense de la plante hote
contre le virus et, par conséquent, sur le phénotype de I'h6te et les réponses comportementales du
puceron. Les visi-ARN pourraient également étre "directement" responsables de I'altération des réponses
comportementales/physiologiques des pucerons. En effet, ces visi-ARN sont produits dans la plante et
peuvent potentiellement étre mobiles dans le phloeme (Ham & Lucas, 2017). Ceux-ci pourraient donc étre
acquis par les pucerons s’alimentant la plante infectée et modifier I'expression des génes comme cela a
été montré pour d'autres siRNA produits par les plantes (Yu et al., 2016).

Des travaux en cours dans le laboratoire vont en ce sens. Nous avons observé qu’une quantité non
négligeable de visi-ARN était internalisés par les pucerons s’alimentant sur des plantes infectées par le
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TuYV (Figure 14a). Des expérimentations comportementales effectuées sur des Arabidopsis mutantes
pour différentes enzymes impliquées dans la production des visi-ARN et infectées par le TuYV, indiquent
une perturbation de I'alimentation de M. persicae (données non publiées). Ces effets pourraient étre
induits par certaines tailles de visi-ARN, comme I'indique nos expérimentations sur des mutants pour les
enzymes dicer-like (DCL) responsables de la production de siARN de tailles spécifiques (Figure 14b,
données non publiées). Ces résultats suggérent que la compréhension des mécanismes des phénomeénes
manipulatoires des phytovirus nécessitera également I'étude du transcriptome des siARN (Figure 15).
L’obtention du catalogue des visiARN produit dans des Arabidopsis infectées (visiARN-ome) permettrait
de rechercher la liste des visiARN possédant une séquence s’hybridant a celle du génome de M. persicae.
Ainsi ces visiARN pourraient étre synthétisés et ajouter a un milieu artificiel MP148 afin d’évaluer leur
implication dans la manipulation.
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Figure 14 : Les visi-ARN, une stratégie utilisée par les virus pour manipuler les vecteurs ? (a) Profil des visi-ARN
produit par Arabidopsis lors de I'infection du TuYV, et internalisés dans M. persicae. (b) Modele du mécanisme de
géne-silencing induit par les virus a ADN (en noir) ou a ARN (en gris). Deux cellules végétales adjacentes sont
représentées schématiquement. La cellule initialement infectée (a gauche) contient des titres élevés de virus a ADN
ou a ARN. Les fleches reliant I'ARNdb aux enzymes DCL représentent la contribution relative de chaque DCL a la
biogenese des siARN viraux. Pour les virus a ADN, chaque DCL clive I'ARNdb en classes de taille distinctes de siRNA,
les DCL3, DCL4 et DCL2 étant privilégiées (dans cet ordre). Pour les virus a ARN, DCL4 est le plus important. Le produit
DCL4 de 21 nt est potentiellement le signal nécessaire a la propagation du silencing. Les acides nucléiques infectieux
et les siRNA viraux pénétrent dans la cellule de droite. Cependant, le titre viral reste faible, car DCL4 et RDR6
amplifient le signal siRNA entrant et clivent les ARN viraux. D’apres des travaux en cours dans le laboratoire d’accueil
(partie a) et un schéma de (Blevins et al., 2006, partie b).
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Figure 15 : Séquence comportemental potentielles d’un puceron en réponse a des aspects du phénotype d’une plante
hote infectées par le TuYV. Les encadrés violets correspondent aux effecteurs viraux suspectés d’influencer le
comportement du puceron vecteur alors que I'encadré vert correspond aux protéines identifiées comme modifiant
le comportement de M. persicae. La protéine CP a été identifiée comme responsable des modifications du
comportement alimentaire de M. persicae, cependant des travaux complémentaires sont nécessaires pour
distinguer I'implication de la PO sur ce comportement. Les protéines PO et P1 pourraient influencer I'orientation des
vecteurs vers les plantes infectées en augmentant la quantité de COV émis (Patton et al., 2020). Des travaux non-
publiés du laboratoire d’accueil suggérent des effets des siARN sur le comportement alimentaire. Ils pourraient avoir
lieu lors de I'acquisition et de I'inoculation. Enfin, une étude sur la protéine P4 d’un virus apparenté agit sur
I'allocation des sucres dans la plante et pourrait ainsi moduler la qualité nutritive des plantes infectées, impactant
le comportement post-acquisition des pucerons. Figure adaptée a partir de (Mauck et al., 2016).
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Physiologie des pucerons viruliferes

Vers le métabolome de pucerons virulifere ?

Dans le chapitre 3, nous avons montré que le TuYV et le CaMV induisaient des effets post-
acquisitions sur leur vecteur commun M. persicae. Ces effets sont observés sur le comportement mais
également la physiologie de M. persicae, avec des conséquences plus fortes pour le CaMV. Nous avons
émis I’hypothése que la qualité médiocre des plantes infectées par le CaMV induisait la recherche active
d’un nouvel héte, comme nous l'avons observé pour les pucerons viruliferes CaMV. En effet, de
nombreuses études montrent que les virus de plante peuvent influencer le comportement de leur vecteur
a travers une altération du phénotype de la plante héte (Mauck et al., 2014). Dans une moindre mesure,
une altération indirecte de la physiologie (survie, fécondité...) du vecteur est également attribuée aux
effets médiés par la plante (Bosque-Pérez & Eigenbrode, 2011; Déader et al., 2017). Nous avons par
exemple montré que la quantité en lipide des pucerons viruliferes CaMV était réduite en comparaison des
pucerons non-viruliféres (chapitre 3). Au vu des effets négatifs sur la masse et la survie des pucerons, il
est vraisemblable que d’autres voies métaboliques soient modifiées. L’analyse récente du métabolome
de la mouche Drosophila suzukii, permet de discriminer des populations d’individus selon leurs régimes
alimentaires constitués de différents fruits (Olazcuaga et al.,, 2023). Ainsi, il est probable que
I"alimentation des pucerons sur des plantes saines, infectées par le TuYV ou le CaMV, module également
le métabolome de I'insecte. Ces effets sur la physiologie du puceron pourraient expliquer les effets post-
acquisitions observés dans notre étude.

Nous avons établi le métabolome du puceron M. persicae dans les mémes conditions que celles utilisées
dans I'article 4 (Chapitre 3). Apres trois jours d’alimentation sur des Arabidopsis saines, infectées par le
TuYV ou le CaMV, les pucerons ont été collectés et utilisés pour I'analyse métabolomique (Figure 16). Des
résultats préliminaires issus de ce jeu de données montrent qu’il est possible de distinguer les trois
modalités de pucerons selon leur métabolome. En effet, I'analyse en composantes principales (ACP)
effectuée sur I'ensemble des métabolites détectés montre que les pucerons viruliferes CaMV, TuYV, ou
non-viruliferes possedent un métabolome distinct entre les modalités (Figure 16a). On peut remarquer
que les pucerons viruliferes CaMV et TuYV sont nettement opposés du point de vue de leur métabolome,
et sont situés de part et d’autre des pucerons non-viruliferes (« Mock »). L'identification de ces composés
pourrait permettre de caractériser le type de perturbation(s) physiologique(s) subit par les pucerons
s’alimentant sur des plantes infectées. La caractérisation des effets viraux sur la physiologie des pucerons
viruliferes n’a jamais étudiée directement, méme si de nombreuses publications rapportent une
modification des performances des vecteurs s’alimentant sur des plantes infectées, ce qui confirme des
altérations physiologiques de I'insecte (Casteel et al., 2014b; Ghosh et al., 2016; Guo et al., 2010; Huang
et al,, 2021). Cependant, le faible nombre de dérégulations observées dans notre étude (Figure 16 b-d)
suggere que le métabolome des pucerons viruliferes est relativement préservé. Ces résultats préliminaires
peuvent paraitre surprenant au vu des effets importants sur la survie et la biomasse des pucerons
viruliferes CaMV (chapitre 3). En effet, I'étude du métabolome des plantes infectées a montré une forte
corrélation entre l'intensité des symptémes du CaMV et les dérégulations métabolomiques que le virus
induit (Chapitre 3). Il ne semble pas y avoir de corrélation entre les effets importants du CaMV sur la
physiologie de M. persicae et le nombre de dérégulations métaboliques dans le puceron. Malgré I'ordre
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de grandeur similaire entre le nombre des dérégulations induites par le TuYV et le CaMV dans le puceron,
le fait qu’aucun métabolite ne soit commun peut suggérer que les perturbations du CaMV touchent des

voies cruciales pour la survie de I'insecte (Figure 14b).
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Figure 16 : Analyse métabolomique des pucerons apres 3 jours sur des Arabidopsis saines, infectées par le TuYV, ou
par le CaMV. (a) Analyse en composantes principales (ACP) effectuée sur I'ensemble des métabolites détectés selon
les dimensions une et trois. (b) Diagramme de Venn représentant les métabolites différentiellement accumulés
communs ou distincts entre les pucerons viruliferes en comparaison des pucerons non-viruliféres. (c-d) Volcano plot
représentant les métabolites différentiellement accumulés pour les comparaisons (c) pucerons viruliféres TuYV vs.
pucerons non-viruliferes et (d) pucerons viruliferes CaMV vs. pucerons non-viruliféres. Les critéres suivants ont été

utilisés :

p value < 0,05 et Log2 Fold Change >|1]|, les métabolites significativement enrichis dans les pucerons

viruliféres sont contenus dans les encadrés bleus tandis que ceux enrichis dans les pucerons non-viruliféres sont
contenus dans les encadrés rouges (N = 9-10).
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Une autre hypothese permettant d’expliquer les effets post-acquisitions, serait un effet direct de
I"acquisition du virus sur son vecteur. En effet, le profil métabolomique d’une plante infectée par le TuYV
est treés proche de celui d’une plante saine (Chapitre 3), et pourtant les pucerons viruliferes TuYV ont une
dispersion augmentée en comparaison des pucerons controles, et similaire aux pucerons viruliferes CaMV
(Chapitre 3). Le TuYV étant internalisé dans le puceron, il pourrait modifier son comportement en
interagissant avec son systéme nerveux ou d’autres organes, comme cela a été démontré précédemment
(Ammar & Hogenhout, 2008; Hogenhout et al., 2003; Jia et al., 2018). Ces effets ont notamment été
reportés pour des virus propagatifs se multipliant dans le vecteur, toutefois, ils pourraient ne pas étre
limités a ce type de virus. Il a été rapporté que les protéines structurales du PLRV (CP et RT), un virus
proche du TuYV, interagissaient avec plusieurs partenaires protéiques dans le puceron tel que MpC1QBP,
une protéine de I'immunité et impliquée dans la transmission (Deblasio et al., 2021). L’acquisition de la
protéine mineur de la capside (RT) du PLRV présentant des mutations ponctuelles peut également induire
une mortalité conséquente chez M. persicae (Schiltz et al., 2022). Ces études suggerent que
I'internalisation des virions par les vecteurs n’est pas sans conséquence et pourrait altérer son
comportement et/ou sa physiologie (Ingwell et al., 2012).

De plus, Iinternalisation virale dans le puceron n’est pas nécessaire pour induire des effets directs.
Comme nous I'avons montré dans le Chapitre 1, I'acquisition du complexe transmissible du CaMV altere
le comportement alimentaire des pucerons viruliferes (Verdier et al., 2023). Des études supplémentaires
sur les effets directs des virus de plantes sont nécessaires pour discerner et décrire les mécanismes
impliqués. L'effet direct du TuYV sur la motilité de M. persicae a précédemment été testé en utilisant des
pucerons viruliferes ayant acquis des particules virales purifiées (Marmonier et al., 2022). Cette étude
montre un comportement similaire entre les pucerons ayant acquis ou non le TuYV. Ces résultats sont
cohérents avec nos observations (chapitre 3), ol la motilité des pucerons mesurée sur la cible ne varie
pas. La dispersion de plante a plante, qui est augmentée pour les pucerons viruliferes TuYV (chapitre 3)
n’a toutefois pas été testée dans cette étude. Malgré une tendance décrivant les effets du TuYV comme
étant massivement médiés par la plante, il n’est pas possible d’éclipser totalement des effets directs
potentiels, d’autant plus que les auteurs ont identifié différents génes dérégulés pouvant impacter la
locomotion, la perception de I'environnement, ou la transmission (Marmonier et al., 2022).
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Identification des voies de signalisations manipulées par les virus

Validation fonctionnelle des genes candidats chez les pucerons

Dans la premiére partie du chapitre 4 de la theése, nous avons décrit les modifications du
transcriptome de M. persicae lorsque celui-ci se nourrissait trois jours sur des plantes infectées par le
TuYV ou le CaMV en comparaison de pucerons sur des plantes saines. Nous avons fait I’"hypothése que
certaines de ces dérégulations transcriptomiques étaient induites par les virus afin de modifier le
comportement de leur vecteur dans un sens favorisant leur transmission. La seconde partie du chapitre
s’est focalisée sur une liste tres restreinte des génes dérégulés dans le puceron lors de I'infection de la
plante. Le but de cette partie était de réduire artificiellement I'expression de genes candidats afin de
confirmer leur implication dans la transmission, ou plus généralement dans des modifications du
comportement ou de différents traits d’histoire de vie de M. persicae pouvant influencer la transmission.
Le silencing des genes ACE1 (g22588) et Mucine (g27683) ont modifié significativement le comportement
alimentaire de M. persicae, et la réduction de la Mucine a également impacté la transmission du TuYV
ainsi que la masse des pucerons. Cependant, les observations réalisées lors de la réduction de I’expression
de ces genes ne vont pas dans le sens d’'une manipulation des vecteurs. Il est pour le moment impossible
de conclure sur I'aspect adaptatif des dérégulations transcriptomiques induites par I'infection a partir de
validations effectuées sur seulement trois génes. Néanmoins, la technique de VIGS qui a été choisie, ne
supporte I'analyse que d’un faible nombre de candidats et ne permet pas de contourner cette limitation.

Dans un premier temps, I'utilisation de siRNA (small interfering RNA) avait été préférée a I'utilisation de
la technique VIGS. Des siRNA de 21 nucléotides spécifiques d’un géne de M. persicae avaient été
synthétisés pour une dizaine de candidats. En nourrissant les pucerons sur du milieu artificiel nutritif
(MP148) supplémenté en siRNA, ces derniers devaient induire le mécanisme de silencing chez le puceron
(Figure 17b). Cette technique a d’abord été privilégiée car elle est plus rapide que le VIGS. Elle ne nécessite
aucun clonage dans un vecteur, les siRNA une fois commandés et synthétisés sont préts a I'emploi, et
permettent de tester plusieurs candidats efficacement. Cependant, malgré des tests avec des différences
de concentration de siRNA et différents temps d’alimentation sur les milieux, aucun silencing stable n’a
pu étre confirmé par RT-gPCR. Nous avons donc décidé d’utiliser la technique VIGS, qui a la différence de
I"approche précédente, produit une multitude de siRNA différents a partir d’'un ARNdb d’environ 400 pb,
ce qui peut faciliter I'induction du silencing (Figure 17a).
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Figure 17 : Principes des techniques VIGS et de I'utilisation des siRNA. a) principales étapes conduisant au silencing
de I'expression d’un ARNm. Lors de la réplication du TRV, des ARNdb sont produit puis clivés en siARN par les
enzymes Dicer. Ces différents siARN sont ensuite chargés dans le complexe RISC par la protéine Ago. Les ARNm
comportant une séquence homologue a la séquence du siARN vont ensuite étre clivés. Lors de 'utilisation de siARN,
seules les séquences synthétisées seront chargées dans le complexe RISC. b) Représentation d’un puceron
s’alimentant sur un milieu nutritif supplémenté en siARN.

Quelle que soit la technique utilisée pour valider I'implication de génes candidats dans un mécanisme
biologique, le nombre de candidats a évaluer simultanément est toujours limitant, que ce soit pour
I'induction du silencing, ou bien I'expérimentation elle-méme. Le passage d’une liste de 2 000 DEG chez
M. persicae (Chesnais et al.,, 2022) a quelques candidats testés expérimentalement peut fortement
influencer les conclusions de I'expérimentation, ne serait-ce qu’a travers le choix des candidats a évaluer.
De plus, le faible nombre de candidats pouvant étre testés nous contraint a tendre vers une sélection de
génes ayant été partiellement décrits, au moins dans d’autres systemes, et nous force a délaisser les génes
inconnus, limitant la découverte de génes nouveaux et novateurs. Réduire la liste de candidat une
premiere fois en se limitant a des fonctions de familles de génes ou des tissus particuliers, aurait pu étre
pertinent. Etant donné que nous avons sélectionné une liste de génes étant potentiellement impliqués
dans I'alimentation, une analyse transcriptomique restreinte aux glandes salivaires aurait par exemple
limité considérablement la liste de DEG et facilité la sélection de génes candidats. Cette liste aurait
compris a la fois des genes codant pour des effecteurs salivaires (candidats de choix pour le CaMV, au vu
des dérégulations observées sur le transcriptomes complet), mais également des génes impliqués dans le
fonctionnement des glandes salivaires (candidats intéressants au vu de la transmission du TuYV qui
nécessite la sécrétion des particules virales depuis les glandes salivaires accessoires). De plus, des kits de
single cell RNA analysis permettent d’effectuer des analyses transcriptomiques fines sur un nombre tres
faible de glandes salivaires (~ 5) et limitent la quantité de dissections a effectuer (Gebiola et al., 2022).

Cette analyse transcriptomique aurait également pu étre couplée a une analyse protéomique de la salive
des pucerons viruliféres. En effet, le « secretome » d’insecte vecteur a déja été réalisé et caractérisé pour
Frankliniella occidentalis (famille : Thripidae) (Rajarapu et al., 2022), M. persicae (Thorpe et al., 2016;
Vandermoten et al., 2014), ou encore A. pisum (Dommel et al., 2020). Cette approche serait d’autant plus
pertinente que plusieurs études récentes suggerent que les modifications du comportement alimentaire
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d’insectes vecteurs pourraient étre liées a des changements de la composition de la salive (Guo et al.,
2023; Rajarapu et al., 2022; Wu et al., 2022), les protéines identifiées dans ces études sont retrouvées peu
fréquemment entre les différents groupes de recherche utilisant ces approches protéomiques (van Bel &
Will, 2016).

Validation fonctionnelle des génes candidats de plantes

Le transcriptome de plante (Arabidopsis et Cameline) lors de I'infection ou non du TuYV et du
CaMV a également été généré par I'’équipe d’accueil (Chesnais et al., 2022). Une partie du travail de these,
non présenté dans le manuscrit, a été de procéder a la validation fonctionnelle de genes candidats de
plante potentiellement impliqués dans la manipulation virale. De fagon identique a la validation sur
puceron, une liste de candidats a été établie a partir d’'une analyse bibliographique basée sur |'article de
Chesnais et al. (2022), puis testée dans des expérimentations de transmission et I’étude du comportement
alimentaire. Le Nottingham Arabidopsis Stock Center dispose d’un catalogue d’Arabidopsis mutantes pour
de nombreux génes éteint (géne Knock-Out, KO), ce qui nous a facilement permis de tester quelques
candidats (8) aux fonctions variées comme des génes impliqués dans le métabolisme des sucres, dans les
défenses aux insectes, aux virus, ou encore des voies hormonales. Dans la sélection des mutants
effectuée, I'extinction des génes dans les plantes est causée par I'insertion d’un transgene de plusieurs
milliers de bases (ADN-T) dans la séquence codante du géne. La premiére étape du travail a été de
confirmer la présence de 'ADN-T dans les (Figure 18). A la suite de ce processus, 8 lignées homozygotes
(permettant de tester 8 candidats) n’affichant pas de modifications phénotypiques importantes, ont pu
étre produites et utilisées pour les expérimentations.
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Figure 18 : Représentation de I’environnement génomique d’Arabidopsis avoisinant le site d’insertion de I’ADN-T (a)
et bandes attendues lors des PCR de vérifications de I'insertion (b). (a) LP et RP, représentent les primers génomiques
alors que BP représente le primer spécifique s’hybridant a ’ADN-T. pZone correspond aux régions de 100 pb ou
doivent s’hybrider les primers génomiques, alors que N est la différence du site d’insertion réel allant de 0 a 300 pb.
(b) Lors d’une réaction PCR effectuée avec une Arabidopsis sauvage, seule la bande correspondant a la réaction
LP+RP est obtenue (piste WT). Lors de I'insertion de ’ADN-T dans un seul des deux alléles du géne, les deux réactions
LP+RP et BP+RP produisent un amplicon (piste HZ). Enfin, pour une plante homozygote pour l'insertion, les sites
pZone ou s’hybride respectivement LP et RP étant séparés de plusieurs milliers de pb, seul le produit de la réaction
BP+RP est détecté (piste HM). Figure provenant du Salk Institute Genomic Analysis Laboratory (SIGnAL).

L'implication des candidats dans la transmission a été évaluée par des tests de transmission en permettant
aux pucerons d’acquérir le TuYV ou le CaMV sur les plantes mutantes infectées avant de les déplacer vers
des plantules d’Arabidopsis ou des navets, selon le virus employé. Ces tests nont montré aucune
différence significative entre le taux de transmission obtenu a partir d’'une acquisition effectuée sur
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Arabidopsis Col-0 infectée par le TuYV (GLMM, Df =9, x2 = 10.333, p = 0.324, ou le CaMV (GLMM, Df =9,
X2 =7.6728, p = 0.466), en comparaison d’une acquisition effectuée sur les différentes plantes mutantes
KO (Figure 19). L’effet de I'extinction de ces génes sur le titre viral dans la plante, ainsi que sur le
comportement alimentaire de M. persicae ont également été testé mais n’ont montré aucune différence
statistiquement significative (résultats non montrés).
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Figure 19 : Etude de la transmission virale lors de I'extinction des génes candidats (a) Pourcentage de transmission
du TuYV. L'acquisition est permise durant 12 h sur une Arabidopsis infectée Col-0 (vert) ou des Arabidopsis mutantes
(violet) puis les pucerons sont déplacés vers une plantule d’Arabidopsis (Col-0) afin d’inoculer le virus durant 12 h.
Le taux d’infection est évalué 3 semaines post-inoculation par tests sérologiques ELISA. Les graphiques représentent
les pourcentages de transmission moyens obtenus a partir de deux sessions de transmission (+/- SEM) (N = 48 — 51).
(b) Pourcentage de transmission du CaMV. Les pucerons précédemment affamés durant 2 heures sont déposés 15
minutes sur une Arabidopsis infectée Col-0 (vert) ou mutantes (orange) puis sont déplacés vers une plantule de navet
afin d’inoculer le virus durant 24 h. Le taux d’infection est évalué 3 semaines post-inoculation par observation
visuelle de la présence de symptdmes caractéristiques de I'infection. Les graphiques représentent les pourcentages
de transmission moyens obtenus a partir de deux sessions de transmission (+/- SEM) (N = 30 — 50). L’analyse
statistique a été effectuée avec un modéle linéaire généralisé mixte (GLMM) adapté a une distribution binomiale
des données, (GLMM TuYV, Df = 9, x2 = 10.333, p = 0.324 et GLMM CaMV, Df = 9, x2 = 7.6728, p = 0.466).
Correspondance acronyme-locus des mutants testés: EDS5 : AT4G39030, APL : AT2G21590 ; CYP : AT4G13770, ACBP
: AT4G24230; AOC: AT1G13280; Cal : AT3G14570 ; Sweet 13 : AT5G50800 ; Sweet 14 : AT4G25010.

Comme pour la validation fonctionnelle des génes de puceron, la sélection des candidats de plante a
évaluer expérimentalement est un paramétre clé et tres restrictif. Il reste toutefois incontournable, car il
est impossible de tester tous les candidats par des méthodes expérimentales évoquées précédemment.
Une alternative ou complément des études transcriptomiques serait la GWAS (genome-wide association
study) est une approche permettant I’association d’un trait phénotypique a une ou des régions génétiques
grace au séquencgage de nombreux SNP (single nucleotide polymorphism) distribués sur tout le génome
(Korte & Farlow, 2013). Cette méthode a notamment été développée pour identifier des loci impliqués
dans des pathologies humaines (Burton et al., 2007; Hirschhorn & Daly, 2005). Elle nécessite cependant
une cohorte de génotypes trés étendue. Le fait qu’Arabidopsis puisse étre maintenue sous forme de
lignées consanguines par autofécondation et qu’au moins 1 300 accessions ont été génotypées pour
environ 250 000 SNP (Hirschhorn & Daly, 2005), font d’Arabidopsis un organisme trés adapté aux analyses
GWAS (Atwell et al., 2010). Plusieurs traits phénotypiques ont été analysés chez Arabidopsis par cette
méthode, comme par exemple I'accumulation de glucosinolates (Chan et al., 2011), ou métaux lourds.
Utiliser cette approche afin d’identifier des loci modulant la transmission de nos virus permettrait
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d’outrepasser la sélection apriori de candidats parmi des listes conséquentes de DEG générées lors
d’analyses transcriptomiques. Des loci de résistance aux pucerons ont été identifiés a I'aide d’analyse
GWAS chez Arabidopsis (M. persiciae; Kloth et al., 2017) et le pois cultivé Pisum sativum (A. pisum; Ollivier
et al., 2022). Ces études témoignent de la pertinence de cette approche dans le cadre des interactions
plante-puceron et pourrait, en association avec la transcriptomique, faciliter I'identification des génes
impliqués dans la manipulation.
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Ouverture

De maniere générale, il est attendu que les effets manipulatoires des virus non-circulants non-
persistants (NCNP) et des virus circulants-persistants (CP) sur leurs vecteurs divergent sur certains aspects
(alimentation, performances, dispersion). Si de nombreux cas d’effets manipulatoires sont décrits pour
des virus appartenant a chacun de ces deux groupes en infection simple, il est maintenant question des
effets produits dans le cadre de la multi-infection. En effet, il semble que I'infection d’un héte par plusieurs
virus soit la norme, et non I’exception, dans la nature (Elena et al., 2014; Mascia & Gallitelli, 2016; Moreno
& Lopez-Moya, 2020). Les effets des co- ou multi-infection sur les performances des virus peuvent étre
neutres, synergiques ou antagonistes pour un ou plusieurs des virus co-infectants (Mascia & Gallitelli,
2016). Dans certains exemples extrémes, la co-infection est méme nécessaire car relevant de la symbiose,
comme pour le PEMV-1 (famille : Solemoviridae ; genre : Enamovirus) qui a perdu les fonctions de
mouvement de cellule a cellule et a longue distance, et nécessite les protéines du PEMV-2 (famille :
Tombusviridae ; genre : Umbravirus) pour infecter la plante (Demler et al., 1993). Réciproquement, le
PEMV-1 fourni une capside au PEMV-2 afin qu’il soit transmis par puceron. Des co-infections avec le
PEMV-2 ont également été décrites comme synergiques avec différents polerovirus tels que le brassica
yellows virus (BrYV) (Zhou et al., 2017) ou le PLRV (Ryabov et al., 2001), augmentant entre autre le titre
viral et abolissant la restriction aux tissus du phloéme du polerovirus. Le tropisme tissulaire dans I’'hote
étant un facteur important et déterminant le type d’effets manipulatoires induits par les virus, ces
changements peuvent avoir des répercussions sur la transmission et sa manipulation. Le carrot mottle
virus (CMoV), un autre umbravirus, permet au TuYV d’étre transmis mécaniquement (Erickson & Falk,
2023). Cependant, I'échappement du phloéme n’a pas été testé dans cette étude, méme si elle est
suspectée par les auteurs étant donné I'augmentation du titre virale du TuYV lors de la co-infection. Des
effets synergiques de virus phylogénétiquement éloignés ont été montrés au niveau de la réplication
(Syller, 2012), mais également sur le comportement des insectes vecteurs (Lightle & Lee, 2014; Pefiaflor
et al.,, 2016; Srinivasan & Alvarez, 2007), ou directement sur le taux de transmission (Domingo-Calap et
al., 2020). Ces exemples témoignent de la nécessité d’étudier les traits manipulatoires a la lumiére de ces
synergismes et antagonismes lors de la co- ou multi-infection.

Les effets manipulatoires des virus de plantes semblent étre hote spécifique (pléiotropie antagoniste),
comme nous avons pu le constater avec les effets variables du TuYV chez la Cameline, la Claytonia ou
Arabidopsis. Néanmoins, a peine 23 % des études emploient plus d’'une espéece ou d’un génotype, alors
que ces dernieres rapportent un effet hote spécifique du virus dans plus de la moitié des cas (Mauck et
al.,, 2018). Utiliser des organismes modeéles comme Arabidopsis ou Nicotiana benthamiana facilite
certainement la mise en place et I'application de protocoles expérimentaux, de par la connaissance
étendue que l'on a de leurs biologies, mais limite certainement les observations de phénomeénes
découlant de co-évolutions élaborées comme la manipulation des phytovirus. Une réflexion similaire est
a porter pour les vecteurs utilisés. En effet, 80 % des études n’en utilisent qu’un seul (Mauck et al., 2018)
et ils sont limités a quelques especes concernant les pucerons, voir quelques clones, et ceux malgré le fait
que certains virus (notamment des virus NCNP) soient transmis par plusieurs dizaines d’espéces (Mauck
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& Chesnais, 2020). On sait par exemple que A. fabae (espece cryptique) présente des taux de transmission
trés variables selon le clone (Figure 20).
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Figure 20 : Taux de transmission du beet yellows virus (BYV, famille : Closteroviridae, genre : Closterovirus). Par C.
Villeroy et V. Brault, INRAE de Colmar.

Si une diversité d’espéces peut étre étudiée pour appréhender les relations hote-virus-vecteur, cette
relation tripartite peut également étre complexifiée. Comme nous I’'avons vu en introduction (partie Ill-
A), la présence et I'espéce de symbionte chez les pucerons peuvent moduler la transmission virale de bien
des facons (élargissement de la gamme d’hote du vecteur, interaction voire protection des virions dans
I'insectes, défense contre les parasitoides modulant la densité de population et la dispersion des vecteurs,
...). La prise en compte des chaines trophiques dans lesquelles sont impliqués les pucerons modulent
également la dispersion des vecteurs, lorsque la présence des prédateurs (Long & Finke, 2015;
Smyrnioudis et al., 2001) ou de parasitoides (Hodge & Powell, 2008b; Jeger et al., 2011) sont considérés.
Ces effets peuvent étre médiés par le prélevement (ou le parasitisme) des pucerons, mais également par
la simple perception du danger causé par la présence des prédateurs (Lee et al., 2021; Tholt et al., 2018).
Des études de modélisation ont également montré que leur présence impactait la transmission virale de
facon contrastée en fonction du mode de transmission du virus (Crowder et al., 2019). Quelques exemples
de travaux intégrés commencent a considérer les relations écologiques complexes, comme I'étude de Shi
et al. (2022), qui décrit les mécanismes de défenses du riz a différents stress biotiques (infestation de
nématodes et de pucerons) et également I'attraction des prédateurs de ces agresseurs. De telles études
considérant la manipulation virale seraient novatrices.

Enfin, la plupart des études négligent la phénologie ainsi que la progression de I'infection dans I’h6te et
leurs conséquences sur la dynamique des effets manipulatoires (Mauck et al., 2018). Pourtant, les plantes
sont typiquement plus susceptibles a I'infection lors des stades précoces de développement, puis cette
sensibilité s’estompe avec le temps (Panter & Jones, 2002). Ce phénoméne est appelé en anglais « age-
related resistance » (ARR). Les rares études tenant compte de ce phénoméne semblent suggérer que les
stades précoces de l'infection et de développement de la plante tendent a favoriser I'attraction et
I"appétence des vecteurs et qu’a l'inverse, les stades tardifs diminuent ces paramétres (Blua et al., 1994;
Higashi & Bressan, 2013; Legarrea et al., 2015; Guanghua Lu et al., 2016). Le corpus d’étude étant trés
limité, cette tendance n’est peut-étre pas représentative, mais dans le cas contraire, elle pourrait refléter
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une adaptation des pathogénes qui forcent la dispersion des vecteurs lors des stades tardifs de I'infection
avant le dépérissement de I'hote. Certaines descriptions poussées de phénomenes manipulatoires variant
au cours de l'infection, comme c’est le cas du SRBSDV, qui induit la production d’éthylene durant les
stades précoces de I'infection, puis la réprime, contrélant ainsi I’attractivité de la plante infectée pour son
vecteur (Zhao et al., 2022), ne peuvent que nous suggérer d’étudier ces phénoménes a différents stades
de l'infection.

En conclusion, la manipulation virale est un phénomeéne évolutif complexe, qui intervient au cours
d’interactions écologiques multipartites. Sa pleine compréhension nécessite la combinaison d’études
mécanistiques, mais également d’approches intégrées, permettant I'identification des facteurs impliqués
autant que son assimilation au niveau du paysage.
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Manipulation virale, comment les virus
de plante influencent hote et vecteur
pour favoriser leur transmission ?
Résumé

La manipulation virale est un concept évolutif décrivant les effets induits par les virus sur le phénotype de leur
plante hote et les réponses comportementales des vecteurs étant favorables a la transmission. Dans ces
travaux de these, nous étudions le cauliflower mosaic virus (CaMV) et le turnip yellows virus (TuYV), deux virus
transmis par puceron et aux biologies différentes. Nous caractérisons les effets manipulatoires de ces virus sur
le comportement des vecteurs interagissant avec des plantes infectées, puis tentons d’identifier et de
caractériser les déterminants viraux et genes impliqués (chez les vecteurs et la plante-héte). Nous avons
montré que deux protéines du CaMV et une du TuYV sont responsables d’altérations du comportement
alimentaire des pucerons. Des études transcriptomiques de plantes infectées et de pucerons s’alimentant sur
les plantes infectées ont permis de générer des listes de genes candidats potentiellement « manipulés » par
les virus. La validation fonctionnelle de certains candidats a donné lieu a l'identification de génes de pucerons
impliqués dans le comportement alimentaire, leur réle manipulatoire reste a confirmer. Enfin, nous avons
caractérisé des effets importants apres le départ du puceron des plantes infectées, en lien avec des altérations
métabolomiques chez les plantes-hobtes et vecteurs. Ces effets post-acquisitions, treés peu étudiés, pourraient
avoir des conséquences majeures pour les dynamiques de transmission virale.

Mots clés : Manipulation virale — phytovirus — puceron — comportement — électropénétrographie —
transcriptomique — métabolomique

Abstract

Host and vector manipulation by plant viruses is an evolutionary concept describing the effects of viruses on
their host plant phenotype and vector behavior, in ways that are conducive to their transmission. In this thesis,
we studied cauliflower mosaic virus (CaMV) and turnip yellows virus (TuYV), two aphid-borne viruses with
different mode of transmission. We characterize the manipulative effects of these viruses on the behavior of
vectors interacting with infected plants, and then attempt to identify and characterize the viral components
and genes (in the host-plant and/or vector) involved. We have demonstrated that two CaMV proteins and one
TuYV protein are responsible for altering aphid feeding behavior. Transcriptomic studies of infected plants and
aphids feeding on infected plants generated lists of candidate genes potentially "manipulated"” by the viruses.
Functional validation of some candidates led to the identification of aphid genes involved in feeding behavior,
but their manipulative role remains to be confirmed. Finally, we characterized important effects once aphids
have left infected plants, which could be related to metabolomic alterations in the host-plant and vector. These
poorly studied post-acquisition effects might have significant implications for viral transmission dynamics.

Keywords: Host and vector manipulation — plant viruses — aphid — behavior — electrical penetration graph (EPG)
technique — behavior — transcriptomic — metabolomic




