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Préface du Président du RA-BIOTECH

L’Ecole Doctorale Régionale de Ouagadougou offre une formation doctorale de biotechnologie
dans ses options : Biotechnologie microbienne et cellulaire, Biotechnologie Animale et Biotechnologie
végétale.

Elle regroupe la plus part des Universités de I’ Afrique francophone sub-saharienne en un réseau :

le Réseau Ouest Africain de Biotechnologie (RA-BIOTECH) fruit de la coopération inter-universitaire
et dont le siege est au CRSBAN, a I’Université de Ouagadougou.
Les Universités et structures de formation des pays ci-dessous constituent les membres fondateurs de
ce réseau : Beénin, Burkina Faso, Cote d’lvoire, Guinée-Conakry, Mali, Niger, Togo et d’autres
partenaires comme le Centre International de Recherche Développement sur I’Elevage en zone Sub-
humide (CIRDES)-Bobo Dioulasso ; EISMV-Sénégal.

Ce réseau sous régional bénéficie de I’appui de plusieurs partenaires de I’enseignement
supérieur (Association des Universités Africaines -AUA, UNESCO, Banque Mondiale, CAMES,
Agence Universitaire de la Francophonie -AUF, Agence Africaine de Biotechnologie -AAB, etc.

L’école Doctorale que le réseau anime assure une formation de haut niveau a travers une
recherche utilitaire sur plusieurs thématiques touchant la vie quotidienne des populations africaines.
Cette école a permis au CRSBAN d’étre érigé en pble régional d’excellence en Biotechnologie d’une
part par I’AUA et d’autre part par I’AUF. Elle accueille des étudiants de plus de 14 pays d’Afrique
Centrale et de I’Ouest.

Le réseau bénéficie aussi du soutien de certains spécialistes des biotechnologies des universités
du Nord : Université de la méditerranée (France), Université Louis Pasteur de Strasbourg (France),
Centre de Génétique Moléculaire de Gif-sur-Yvette-CNRS (Paris France), Université de liége
(Belgique) ; Faculté Universitaire de Gembloux (Belgique), Université de Rome, Université
Agronomique de Wagenningen.

L'importance des biotechnologies dans la résolution des problemes de développement
socioéconomiques des pays de I’Afrique sub-saharienne (Alimentation, Santé, Environnement, etc.)
Justifie amplement la mise en place de cette formation. Elle est cogérée par un comité pédagogique
international africain, constitué par des enseignants, des chercheurs, tous spécialistes dans les divers
domaines des biotechnologies.

La mutualisation des expériences par toutes ces compétences est un atout majeur pour la

formation des ressources humaines de qualité au profit du continent africain et de I’humanite.

Pr Alfred S. TRAORE
Professeur Titulaire de Biochimie Microbiologie
CRSBAN/UFR-SVT/Université de Ouagadougou
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INTRODUCTION GENERALE

Au cours de I’évolution, les plantes, soumises aux agressions physiques, chimiques et
biologiques de leur environnement, ont su évoluer en renforcant leurs défenses constitutives
afin de pouvoir réagir trés rapidement au moindre changement du milieu extérieur. La
chaleur, la salinité, le taux d’humidité (sécheresse, inondation), le changement de luminosité
sont autant de stimuli déclenchant une réponse rapide de la part de la plante qui active ou
inhibe spécifiquement des génes (Scandalios, 1990 ; Hansen et al., 2001). Outre ces facteurs
environnementaux, les végétaux sont sous I’influence permanente d’agressions d’agents
pathogénes. La encore, les réponses permettant aux végétaux de se prémunir contre ces
infections sont nombreuses et variées (Klarzynski et Fritig, 2001 ; Bonnemain et Chollet,
2003 ; Dangl et McDowell, 2006 ; Jones et Dangl, 2006).

Parmi les pathogenes qui infectent les plantes, les virus sont nombreux et représentent
donc un intérét majeur ne serait ce que d’un point de vue économique. En effet, les virus
occasionnent chaque année d’importantes pertes sur la production mondiale. Hormis cet
aspect économique, la compréhension des mécanismes mis en ceuvre par le virus pour infecter
la plante et 1I’é¢tude de la réponse de la plante face a cette agression représentent un aspect
important au niveau fondamental. Dans cette optique, I’un des atouts principaux des virus
réside dans la petite taille de leur génome comparée a celle d’organismes procaryotes ou
eucaryotes. En effet, les quelques kilobases des génomes viraux sont tres faciles a manipuler
et permettent d’obtenir rapidement des mutants dans le géne étudié.

Différents mécanismes sont développés par les plantes pour se protéger des virus
(Dangl et McDowell, 2006 ; Jones et Dangl, 2006). Au nombre de ces mécanismes on peut
citer, les réactions d'hypersensibilité conduisant a une résistance acquise locale et systémique
(Lam et al., 2001). Ce type de résistance est basé sur des interactions géne pour gene et
implique la reconnaissance du produit d'un géne d'avirulence du pathogene par le produit d’un
gene de résistance de la plante (Van der Biezen et Jones, 1998 ; Dangl et McDawell, 2006). 11
existe aussi un autre type de résistance de type récéssif qui est due soit a un défaut de co-
facteur de la plante capable d'interaction spécifique avec les facteurs viraux de réplication ou
de mouvement, soit a la production d'un inhibiteur d'une des fonctions virales (Astier et al.,
2001 ; Parrella et al., 2002 ; Caranta et al., 2003). Le cas le plus étudié est celui des genes
codant le facteur d’initiation de la traduction e/F4E/elF (iso)4E chez les potyvirus (Robaglia
et Caranta, 2006) et elF4G/elF (iso)4G chez les sobémovirus (Albar et al., 2006). En ce qui

nous concerne, nous nous intéresserons particulierement a un autre type de réponse, qui fait



I’objet de cette theése et qui est basé sur la résistance médiée par ’ARN. Ce mode de
résistance est, en effet, bas¢ sur la reconnaissance d’intermédiaires de réplication chez les
virus 2 ARN double brin. Il a été récemment identifié chez les virus @ ARN simple brin de
polarité¢ positive (Cogoni et Macino, 2000 ; Ketting et al., 2001 ; Voinnet, 2001). L’ARN
double brin est la molécule qui sera reconnue par la plante et qui va alors initier les réactions
conduisant a la dégradation de toutes les molécules d’ARNs partageant une homologie de
séquence suffisamment importante avec cet ARN double brin. Les découvertes qui ont
conduit a 1’identification de ce nouveau mécanisme de défense, connu sous le nom de PTGS
(Post-Transcriptional Gene Silencing), remontent a quelques dizaines d’années et se sont
accélérées de fagon exponentielle au cours des derniéres années (Voinnet, 2001 ; Sijen et
Plasterk, 2003 ; Baulcombe, 2004). En réponse a ce mécanisme de défense de la plante, les
virus ont développé des protéines appelées protéines "suppresseurs de silencing" qui leur
permettent de contrecarrer les étapes intercellulaires et de signalisation du PTGS (Brigneti et
al., 1998 ; Voinnet, 2001 ; Lu et al., 2004 ; Roth et al., 2004). Ainsi, de nos jours plus d’une
quarantaine de suppresseurs de silencing a été décrite aussi bien chez les phytovirus que chez
les virus animaux. Cette capacité de suppression de silencing des virus fait d’eux de trés bons
outils utilisés en biotechnologies (Mallory et al., 2002a ; Voinnet et al., 2003 ; Siré et al.,
2006). Les virus sont alors de plus en plus utilisés dans la production de protéines
recombinantes comme la production de vaccins. Actuellement, la plupart des vecteurs de
clonage moléculaire contiennent des composants viraux. Ainsi, les systémes d'expression
hétérologues sont le plus souvent dépendant des promoteurs viraux tels que le promoteur 35S

du virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV).



Objectif de la these

La recherche fondamentale en virologie telle que 1’étude de la fonction des génes viraux
constitue la base de la recherche appliquée a savoir la compréhension des mécanismes de
résistance des plantes et le contournement de ces résistances par les virus ainsi que leurs
applications en biotechnologie. Les sobémovirus sont des virus qui occasionnent
d’importantes pertes de productions (Traoré et al., 2009), ils méritent de ce fait une attention
particuliere de la part des phytopathologistes. Face aux mécanismes de défense mis en place
par la plante, les virus ont développé des stratégies pour pouvoir se multiplier activement dans
leurs hotes. L’objectif de cette thése est de caractériser la diversité de deux sobémovirus
(IYMV et RYMYV) qui sont particulierement étudiés dans notre laboratoire, afin d’identifier
des forts suppresseurs de silencing utilisables pour mettre au point des outils en
biotechnologie notamment pour la production de protéines d’intérét. Pour atteindre cet
objectif, nous avons :

(1) caractéris¢ (biologiquement et moléculairement) le virus de la panachure jaune du

chiendent, un virus qui avait fait I’objet d’études préliminaires au cours de notre
DEA (Diplome d’Etudes Approfondies). Cette étude nous a permis de déterminer
la séquence compléte de ce virus et de déduire celle de sa protéine P1 ;

(i) caractérisé¢ la diversit¢é des sobémovirus et virus apparentés en exploitant des
séquences génomiques disponibles dans les banques de données et ce, a 1’aide
d’outils bioinformatiques. Cette étude de la diversité interspécifique a permis de
mettre en évidence une corrélation entre la diversification de ce groupe de virus et

I’évolution de I’agriculture ;

(ii1) évalué ou ré-évalué la diversité sérologique, pathologique et moléculaire d’isolats
atypiques représentatifs de la diversité du RYMYV en Afrique de I’Ouest, le second
centre de diversification du RYMV (Traoré et al., 2005). Le rdle des sites sous
s¢lections positives dans la suppression de silencing a aussi été évalué. A travers
cette étude, nous avons montré que la diversité du RYMYV est loin d’étre épuisée
en identifiant, pour la premicre fois, des isolats de sérotype Ser2 capables de
contourner la résistance élevée de la variété de riz Giganté avec ses implications
pour le déploiement de variétés résistantes. Elle a également permis de montrer

que la protéine P1 du RYMYV est fortement soumise a des contraintes évolutives et



qu’il est possible d’améliorer artificiellement la force de suppression de silencing
de cette protéine par mutagenése des sites sous sélection positive ;

(iv) étudié la suppression de silencing des protéines P1 du IYMV et du RYMYV en relation
avec leurs utilisations en biotechnologie comme outils pour sur-exprimer des
protéines recombinantes. Nous avons, a I’issu de cette étude, montré que la
protéine P1 du nouveau sobémovirus est un suppresseur de silencing. Des
résultats promoteurs pour I’'utilisation de ces protéines suppresseurs dans la

production de protéines d’intérét ont été obtenus.

Les bases sous-jacentes a cette recherche se divisent en quatre volets qui sont ici revus,
les sobémovirus, la répression génétique post-transcriptionnelle (PTGS), la suppression de

silencing et les applications biotechnologiques qui en découlent.
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I. SOBEMOVIRUS

1. Classification et distribution

Les sobémovirus regroupent les virus de plante dont le génome est constitu¢ d’un
ARN simple brin (ARNsb) positif. L’espece type du genre Sobemovirus est le Southern bean
mosaic virus (SBMV). Le genre Sobemovirus n’est pas assigné a une famille (Hull, 1977 ;
Hull et al., 2000) et comprend a ce jour 13 especes virales (Tableau 1). Cinq autres especes
virales sont proposées pour étre membre des sobémovirus (Fauquet et Mayo, 1999). Ce sont :
le virus de la mosaique 1égere du dactyle (Cocksfoot mild mosaic virus, CMMYV), le virus de
la panachure du cynosurus (Cynosurus mottle virus, CnMoV), le virus de la moucheture
chlorotique du gingembre (Ginger chlorotic fleck virus, GCFV), le virus de la mosaique
chlorotique du rubus (Rubus chlorotic mottle virus, RuCMV) et le virus de la panachure jaune
du chiendent (Imperata yellow mottle virus) que nous avons identifi¢ au cours de cette étude
et proposé comme un nouveau membre des sobémovirus.

La distribution géographique de la plupart des sobémovirus est limitée. Par contre, le
genre Sobemovirus est présent a travers le monde (Tableau 1). Le SBMV et le SCPMYV ont été
identifiés sur tous les continents excepté 1’Australie. Le CfMV se rencontre seulement en
Asie, en Europe et en Nouvelle Zélande (Mékinen et al., 1995 ; Campbell et Guy, 2001).
Certains sobémovirus ont été rapportés dans un seul pays ou continent probablement du fait
de I’insuffisance des prospections. C’est le cas de SCMoV en Australie (Francki ef al., 1983)
et de SeMV en Inde (Lokesh et al., 2001). D’autres, comme le RYMV, sont confinés au seul
continent Africain (Bakker, 1974 ; Traoré et al., 2009) en raison principalement de leurs

vecteurs et 1’absence de transmission par les graines.



Tableau 1: Les différentes espéces de sobémovirus, leur distribution géographique, leurs

hoétes naturels et leurs modes de transmission

. Mode de transmission
Especes

. Distribution géographique Hotes naturels
virales Mécanique Graines vecteurs

Vaccinium corymbosum (myrtille), V.

BSSV USA, Canada angustifolium (bleuet nain) Oui Non Aphides
Europe (Norvege, Russie), Dactylis glomerata (dactyle), Triticum .
CMV Nouvelle Z¢lande, Asie aestivum (blé) Oui Non Insectes
LTSV Nouvelle Zélande, Australie, Medicago sativa (luzerne) Oui Non ND
Canada
RYMV Afrique (Est, Ouest, Centre) Oryza sativa (riz), Oryza longistaminata Oui Non Insectes
RGMoV  Japon Lolium multiflorum (ray-grass), Dactylis Oui
glomerata,
SeMV Inde Sesbania grandiflora ND ND ND
SNMoV  Australie Sola.num nodiflorum, S nitidibaccatum, ND Non Insectes
S. nigrum (morelle noire)
USA, Amérique du sud et central . . . .
SBMV (Mexico), Afrique (Ghana), Asic Phaseolus vulgaris (haricot vert) Oui Oui Insectes
USA, Europe, Asie, Amérique Chenopodium spp ; C. murale, Vitis sp., . . i
SoMV du sud et central Prunus domestica, Atriplex suberecta Oui Oui Controverse
SCMoV  Australie Trifolium subterraneum (tréfle) Oui Oui ND
TRoV Royaume Uni Brassz.ca camp estrz.s ssp. napus (colza), Oui ND Insectes
Brassica campestris ssp. rapa (navet)
VIMoV  Australie Nicotiana velutina Oui Non Mirids
SCPMV USA, Centre et Amérique du Vigna unguiculata (niébé) Oui Oui Insectes

sud, Afrique, Asie

ND : Non Déterminé (Source : Tamm et Truve, 2000)

2. Biologie

2.1. Isolats et sérotypes

Les souches et les isolats de sobémovirus identifiés difféerent selon leurs hotes, leur
symptomatologie et leur distribution (Tableau 1). Pour le LTSV par exemple, quatre souches
ont été rapportées : la souche Australienne (LTSV-Au), Sud Australienne (LTSV-SA), Sud
Canadienne (LTSV-Ca) et Néo-Zélandaise (LTSV-NZ). Ces souches développent des

symptomes différents sur leur hote commun qu'est la luzerne ainsi que sur différentes gammes



d’hotes (Forster et Jones, 1979 ; Dall et al., 1990). Les souches et les isolats sobémoviraux
différent également par leur capacité a contourner les résistances. Des isolats de SBMV et de
RYMV capables de contourner la résistance apres plusieurs passages successifs sur leurs
hotes naturels ont été rapportés (Lee et Anderson, 1998 ; Fargette et al., 2002a). Des
contournements au champ ont aussi €té observés pour le RYMV (Konaté ef al., 1997 ; Traoré
et al., 2006). Les études phylogéographiques basées sur les séquences de la protéine de
capside (CP) et celles des régions non traduites de différents isolats de RYMV ont permis de
montrer une dispersion du virus d’Est en Ouest du continent Africain (Abubakar ef al., 2003;
Traoré et al., 2005). Des isolats de SCMoV et de RYMYV développant différents degrés de

sévérité des symptomes ont aussi été rapportes.

2.2. Hotes

Les hotes naturels des différents sobémovirus sont énumérés dans le tableau 1. Les
sobémovirus infectent plusieurs espéces de plantes. Cependant, pris individuellement, chaque
virus présente une gamme d’hodtes restreinte, infectant seulement un nombre réduit d’especes
dans une, deux et rarement trois familles de plantes. Ainsi, la gamme d’hotes des virus
SBMV, SCMPV et de SCMoV est restreinte a un faible nombre d’espéces de la famille des
Fabaceae. Celles du CIMV et du RYMYV sont restreintes a la famille des Gramineae, tandis
que celle du VTMoV est confinée a la famille des Solanaceae. Les virus LTSV et TroV
infectent peu d’especes appartenant a 3-4 familles différentes. Les hotes communs aux
sobémovirus se rencontrent dans les familles des Fabaceae (Caesalpinioideae et

Papilionoideae), Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Asteraceae et des Gramineae.

2.3. Symptomes et localisation cellulaire

Les symptomes résultant d’une infection par les sobémovirus varient en forme et en
sévérité selon 1’age et ’espéce de la plante hote, de la saison de I’année et de la souche ou de
I’isolat du virus concerné. Généralement, les sobémovirus induisent des symptdmes de
panachure et/ou de mosaique sur les feuilles infectées qui deviennent jaunes/chlorotiques,
déformées ou striées. Une infection précoce de variétés de plantes sensibles peut entrainer
dans certains cas la mort de la plante. C'est le cas de l'infection des plants de riz (Oryza sp.)
par le RYMV (Bakker et al., 1974).

Apres infection, les particules de sobémovirus sont présentes dans tous les organes et
tissus : épiderme, mésophylle, vasculaire (Brunt ef al., 1996 ; Opalka et al., 1998). Au niveau

cellulaire, elles sont présentes dans le cytoplasme, le noyau, les vacuoles (cas du RYMYV,



Brugidou et al., 2002) et leur présence est aussi suspectée dans les mitochondries et les

chloroplastes.

2.4. Transmission

Les sobémovirus sont trés infectieux et se multiplient en fortes concentrations dans
leurs hotes. Leurs virions sont hautement stables dans les extraits et ils sont facilement
transmissibles par inoculation mécanique (Tableau 1). La plupart des sobémovirus sont
transmis par des insectes vecteurs de 1’ordre des Aphididae, Chrysomellidae, Coccinellidae ou
Miridae, de maniere semi-persistante ou non (Tableau 1) (Mohamed et al., 1981 ; Tremaine et
Hamilton, 1983). La transmission par graine n’est pas un mode de transmission commun aux
sobémovirus. Le SBMV, SCPMV, SCMoV et SoMV sont les seuls sobémovirus
transmissibles par graine (Brunt et al., 1996). Plusieurs autres modes de transmission ont été
mis en évidence. Ainsi, il a été montré que les mammiféres, notamment les animaux
herbivores domestiques transmettent les sobémovirus (Ferris et al., 1996 ; Sarra et Peters,
2003). Le role des pépinieres, du vent, du sol contaminé et de 1’eau de gutation dans la
transmission du sobémovirus RYMV a aussi ¢été¢ demontré (Sarra et al., 2004 ; Traoré et al.,

2006 ; Traor¢ et al., 2008 ; Traoré et al., 2009).

3. Structure

3.1. Morphologie

La particule virale des sobémovirus mesure 26 a 30 nm de diamétre et sédimente entre
110 et 120 S sur un gradient de sucrose. Le virion contient la CP de 30 kDa, un ARNsb de
polarité positive et un ARN subgénomique (Tamm et Truve, 2000). La molécule d’ARN est
liée a une protéine a I’extrémité 5’ terminale appelée VPg (Virus protein genome-linked).
L'extrémité 3' terminale des sobémovirus est dépourvue d'une queue polyadénylée.

La structure de la CP et des sous-unités de quelques sobémovirus (SBMV, SCPMV,
SeMVet RYMYV) sont bien connues a différentes résolutions (Abad-Zapatero et al., 1980 ;
Erickson et al., 1985 ; Subramanya et al., 1993 ; Bhuvaneshwari et al., 1995 ; Murthy et al.,
1997 ; Opalka et al., 2000 ; Qu et al., 2000).

La CP présente une symétrie icosaédrique de type T=3 organisée en 180 sous-unités
protéiques stabilisées par des cations bivalents Ca>* et Mg”" (Qu et al., 2000). Les interactions
entre les sous-unités dépendent du pH et elles jouent un role essentiel dans le maintien de la

conformation de la CP. Une modification du pH et de la composition en cations divalents



engendrent un gonflement de la particule et une diminution de la stabilité (Brugidou et al.,
2002). Dans cet état, les virions deviennent sensibles aux protéases et aux ribonucléases (Hull

et al., 2000).

3.2. Organisation génomique

Le génome de neuf sobémovirus a été complétement séquencé (Tableau 2). Celui de
deux nouveaux sobémovirus viennent d’étre identifiés. Il s’agit du génome de Imperata
yellow mottle virus (Sérémé et al., 2008a) et celui du Rubus chlorotic mottle virus (RuCMV)
(McGavin et MacFarlane, 2009). Les sobémovirus font partie des plus petits virus a ARN
avec des tailles de génomes de moins de 4500 nucléotides (nt). Leur génome est constitué de
quatre cadres ouverts de lecture (open reading frames, ORF): ORF1, ORF2a, ORF2b et
ORF4. Les ORFs sont bordés aux extrémités 5’ et 3’ par des régions non codantes de tailles
variables. Récemment, il a été montré que les sobémovirus possédent la méme organisation
génomique qui est celle représentée par le CEMV avec un décalage de lecture au niveau de

I’ORF2b (Tamm et Truve, 2000 ; Meir et Truve, 2006 ; Balke et al., 2007) (Figure 1).

ORF1 ORF2a ORF4

S e — O ———

RARp
—

\

H(X32yD (Xg2) TXXGWSG
T(I\'S}N{I\'IFJ)GDD\

Figure 1: Organisation génomique des sobémovirus. Les ORFs sont répresentés par les
rectangles avec les noms en haut tandis que le nom des protéines codées par chaque ORF est
mentionné dans le rectangle. La VPg est representée par le petit cercle a 'extrémité 5° du
génome. Pl : protéine Pl ; Pro: Putative protéase a sérine; VPg: protéine de liaison au
génome ; RdRp : polymérase. Les motifs conservés de la protéase a serine putative et de la

polymérase sont indiqués. (Source : Balke et al., 2007)



4. Comparaison des séquences

L’analyse des séquences nucléotidiques et protéiques des sobémovirus ont montré une
variation aussi bien au niveau du génome entier (Tableau 2) qu’au niveau des différents
ORFs. L’ORF1 codant la protéine P1 est la plus variable, suivi de ’ORF4 codant la CP puis
celui codant la polyprotéine. L’analyse multiple des séquences montre qu’il n’existe pas de
similarité entre les acides aminés de la P1 des sobémovirus (Ngon et al., 1994 ; Mikinen et
al., 1995 ; Othman et Hull, 1995). Les P1 sobémovirales ne présentent aucune région
conservée. Il n’existe pas également de similarité entre les P1 sobémovirales et d’autres
séquences présentes dans les bases de données.

Contrairement a la P1, les séquences des polyprotéines sont assez similaires et
présentent des motifs conservés. Par comparaison de séquences avec d’autres virus a ARNsb
positif, il a été montré que la polyprotéine code une protéase a serine et une ARN polymérase
ARN dépendant (RdRp) (Kamer et Argos, 1984 ; Gorbalenya ef al., 1988). Le motif conservé
GDD de la RdRp caractéris¢ par SGSYCTSSTNX9.35GDD est localis¢ dans I’ORF2b. Le
motif protéase a serine, H(Xy635)[D/E](X61-62) TXXGXSG, similaire aux protéases cellulaire
et virale (Gorbalenya et al., 1988 ; Koonin, 1991), est présent a I’extrémité N-terminal de
I’ORF2a (Figure 1).

Les séquences de la CP sont les plus similaires parmis les protéines codées par les

autres ORFs mais elles ne présentent pas de motifs conservés.

Tableau 2 : Pourcentage d’identité nucléotidique entre les differents sobémovirus

IYMV CfIMV LTSV RGMoV SBMV SCMoV SeMV SCPMV TRoV

CIMV 454

LTSV 418 44,1

RGMoV 40,3 41,8 42.9

SBMV 44,7 44,6 44,4 42,7

SCMoV 41,7 43,7 61,0 43,1 45,1

SeMV 443 45,0 46,7 44,0 71,5 46,5

SCPMV 44,1 44,4 45,8 44,3 58,0 45,4 59,8

TRoV 41,7 41,3 44,5 41,7 44,4 44,9 45,9 44,7
RYMV 56,5 46 42,6 41,8 43,5 42,9 44,2 449 41,1

Source : Sérémé et al., 2008a
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5. Poids moléculaires et fonctions des protéines sobémovirales

Les poids moléculaires de chacune des protéines codées par les sobémovirus sont
presentés dans le tableau 3. Les fonctions des différentes protéines sobémovirales ont été
determinées par mutagenese des clones infectieux (pour RYMV et SCPMV) (Brugidou et al.,

1995 ; Sivakumaran et al., 1998) et aussi par des tests in vitro (Tamm et Truve, 2000).

Tableau 3 : Produits de la translation in vitro des sobémovirus

Masse moléculaire du produit de la translation

Virus (kDa) Protéine de Références
Protéine P1 Polyprotéine capside

CtMV 12 100 34 Mikinen et al., 1995 ; Tamm et al., 1999
LTSV 18 105 33 Morris-Krsinich et Forster, 1983
SBMV 14 105 29 Salerno-Rife et al., 1980 ; Mang et al., 1982
SCPMV 20 100 30 Mang et al., 1982
SNMoV 28 100 38 Kiberstis et Zimmern, 1984
TRoV 17 105 30 Morris-Krsinich et Hull, 1981
RYMV 18 109 26 Fargette et al., 2004
RGMV 15 104 26 Balke et al., 2007
SeMV 18 70 29 Lokesh et al., 2001
RuCMV 18 104 26 McGavin et MacFarlane, 2009
IYMV 24 112 29 Sérémé et al., 2008a

5.1. La protéine P1

La fonction de la P1 dans le cycle d’infection des sobémovirus a été largement étudiée.
L’analyse des mutants RYMV et SCPMYV déficients en P1 ou produisant des P1 tronquées a
montré que cette protéine n’est pas nécessaire pour la réplication (Bonneau et al., 1998 ;
Sivakumaran et al., 1998). Cependant, 1’absence de la P1 enti¢re abolit le mouvement de
cellule-a-cellule et longue distance des virus (Bonneau et al., 1998 ; Sivakumaran et al.,
1998). Elle n’est pas essentielle pour I’assemblage du SCPMV. La P1 du RYMV est un
déterminant de la pathogénie (Bonneau et al., 1998). Elle a été récemment caractérisée
comme suppresseur de silencing chez le RYMV et le CIMV (Voinnet ef al., 1999 ; Sarmiento
et al., 2007 ; Siré et al., 2008). Chez le RYMYV, elle supprime le silencing aussi bien dans le
riz que dans le tabac (Voinnet et al., 1999 ; Siré et al., 2008) tandis que la P1 du CfIMV le

supprime dans le tabac, la suppression n’ayant pas été testée dans son hote naturel (Sarmiento
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et al., 2007). La protéine P1 du CfMV est capable de se lier de manicére non spécifique aux
ARNsb (Tamm et Truve, 2000 ; Bonneau, 1998).

La divergence des séquences P1 fait qu’il est difficile de prédire des fonctions
similaires pour les sobémovirus dont la fonction de la P1 n’a pas ét¢ démontrée. Cependant,
les données ci-dessus suggerent que la protéine P1 des sobémovirus pourrait étre un facteur de
pathogénie et/ou un suppresseur de silencing adapté a leurs hotes. En effet, ’absence de
similarité suggere que ces protéines ont ¢volué dans leurs hotes respectifs pour développer des

fonctions similaires comme le mouvement et la suppression de silencing.

5.2. La polyprotéine

La polyprotéine des sobémovirus produit, aprés protéolyse, trois protéines: une
protéase a sérine, une VPg et une RdRp. Bien que le processus de production de la VPg a
partir de la polyprotéine aie ét¢ démontré chez le CfIMV et le SBMV par séquencage de
I’extrémité N-terminale (Gorbalenya ef al., 1988 ; van der Wilk et al., 1998 ; Makinen et al.,
2000), son expression ainsi que celle de la protéase et de la RdARp restent a étre
expérimentalement déterminées pour tous les sobémovirus. La VPg joue un role dans la
virulence et est impliquée dans le contournement de la résistance chez le RYMV (Hébrard et
al., 2006). Elle a été recemment prédite comme une protéine désordonnée (Hébrard et al.,
2009). La protéase et la RdRp sont déduites par analyse de séquence. Elles sont impliquées

dans la capacité du virus a se répliquer et a se propager dans leurs hotes.

5.3. La protéine de capside

Les informations structurales relatives a la fonction de la CP des sobémovirus,
proviennent des études réalisées sur le RYMV, le SCPMV et le SeMV. La CP de ces virus est
constituée de deux domaines : R et S (Bhuvaneshwari ef al., 1995 ; Opalka et al., 2000). Le
domaine S est responsable de I’interaction sous-unité/sous-unité dans les particules et
I’encapsidation est nécessaire pour le mouvement longue distance des sobémovirus tandis que
le domaine R se lie aux ARNs (Rossmann et al., 1983). La CP n’est pas requise pour la
synthése de ’ARN du RYMV et du SCPMV dans le riz et la dolique (Vigna sp)
respectivement. Cependant, elle est indispensable pour le mouvement (Brugidou et al., 1995 ;
Sivakumaran et al., 1998). La caractérisation des mutants contournant la résistance du SBMV

a montré que la CP détermine la gamme d’hotes des sobémovirus (Lee et Anderson, 1998).
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6. Les virus étudiés

Au cours de nos travaux de recherches, nous nous sommes intéressés a deux
sobémovirus : le virus de la panachure jaune du riz (RYMV, Rice yellow mottle virus) et le
virus de la panachure jaune du chiendent (IYMV, Imperata yellow mottle virus). Les
informations générales concernant les maladies causées par ces virus sont données dans ce qui

suit.

6.1. RYMV

Le RYMYV est I’agent pathogene responsable de la maladie de la panachure jaune du
riz. Cette maladie fut décrite pour la premiere fois en 1966 a Kisumu au Kenya (Bakker,
1970). Elle a été signalée par la suite dans differents pays d'Afrique de I'Ouest (Fauquet et
Thouvenel, 1977), puis a Madagascar (Awoderu, 1991) et en Afrique Centrale (Traor¢ et al.,
2001) (Figure 2). Le RYMYV cause des dégats trés importants a la culture du riz et en fonction
de la sensibilité¢ des variétés, ces pertes varient entre 20 a 100 % (Fomba, 1988 ; Taylor,
1989). Le RYMYV est décrit comme un virus émergent, confiné au seul continent Africain. Il
appartient au genre Sobemovirus et possede toutes les caractéristiques biologiques et
biophysiques des membres de ce genre. Son génome de type CfMV, comporte quatre ORFs.
Le premier code une protéine nommée P1 impliquée dans le mouvement du virus (Bonneau et
al., 1998) et dans la suppression de silencing (Voinnet et al., 1999 ; Sir¢ et al., 2008). Cette
protéine présente une forte diversité fonctionnelle pour la suppression de silencing (Siré et al.,
2008). L’ORF2a code une protéine de fusion qui contient une protéase et la VPg (Fargette et
al., 2004). La VPg, qui se fixe de facon covalente a I’extrémité 5° de I’ARN viral, est le
facteur de virulence du RYMYV vis-a-vis de la résistance ¢élevée du riz (Hébrard et al., 2006).
Elle a été recemment caractérisée comme une protéine désordonnée (Hébrard et al., 2009).
Apres un décalage du cadre de lecture, I’ORF2b code pour la polymérase. L’ORF4 code la CP
a partir d’un ARN sub-génomique. L’analyse des séquences du geéne de la CP d’isolats
originaires de toutes les régions d’Afrique ou la maladie est présente a permis de révéler une
forte diversit¢é du RYMV avec une différence nucléotidique de 15 % (Pinel et al., 2000 ;
Traoré et al., 2001 ; Pinel et al., 2003). Cette diversité présente €galement une structure
géographique marquée (Abubakar et al., 2003 ; Traoré, 2005). Les souches virales du RYMV
différent d’une région a I’autre et il existe une spatialisation des souches au sein de chacune
de ces régions (Traoré et al., 2005). 1l apparait maintenant que ces souches ont aussi des

propriétés pathogéniques contrastées. En effet, certaines souches sont capables d’infecter
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certaines especes végétales mais pas d’autres. C’est le cas, par exemple, de la graminée
Dactyloctenium aegyptum qui a été recemment identifi¢ comme un hoéte différentiel du
RYMV (Allarangaye et al., 2007). Comme la plupart des sobémovirus, le RYMV a une
gamme d’hotes restreinte qui est limitée essentiellement aux riz cultivés, sauvages et a
quelques espéces de graminées apparentées. Le RYMV est I’un des rares virus de plantes dont
I’épidemiologie (au champ et au niveau moléculaire) a été aussi bien caractérisée (Traoré et
al., 2009). L’Homme, de part ses activités culturales (labour, pépinicres...), joue un rdle
important dans la dissemination du virus ce qui le place au centre du processus

¢pidemiologique (Traoré et al., 2009).
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Figure 2. Distribution géographique du RYMV. Les années indiquées en dessous des noms
de pays sont les dates auxquelles la maladie a été rapportée pour la premicre fois dans ces
pays.|:|= Zone ou la présence de RYMV n'a pas été rapportée, = Zone peu explorée,

I:I = Zone ou la présence de RYMV a été rapportée (Source : F. Sorho modifiée par D. Sérémé)
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Figure 3 : Symptomes de panachure jaune (Plages encerclées) dans des champs de riz infecté
par le RYMYV. a) au Mali a I’office du Niger en 2002 ; b) au Tchad a Bongor en 2005. (Photo
O. Traor¢)
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6.2. IYMV

IYMV est I’agent pathogeéne responsable de la maladie de la panachure jaune du
chiendent (Imperata cylindrica (L.) P. Beauv.). Il a été décrit pour la premiere fois en 2000 a
Banzon au Burkina Faso (Kaboré, 2002 ; Sérémé, 2005). Les symptomes induits par ce
pathogene se caractérisent par des stries chlorotiques discontinues de couleur jaune (Sérémé
et al., 2008a). La particule virale a une taille de 32 nm de diamétre (Figure 4). Rottboellia
exaltata a ét¢ identifi¢ comme hote expérimental du virus tandis que Imperata cylindrica et le
mais (Zea mays) sont des hotes naturels. Le IYMV n’est pas transmissible par la graine
(Sérémé, 2005). Un fragment d’acide nucléique de 340 pb a pu étre amplifié par RT-PCR en
utilisant des amorces dégénérées a partir des séquences consensus identifiées chez les
sobémovirus. Le séquengage et I’analyse phylogénétique a partir de ces 340 pb ont permis de
rapprocher [IYMV du RYMV qui est un sobémovirus de monocotylédone. Le séquencage
complet (cet étude) a permis de confirmer cette proximité et son appartenance au genre

Sobemovirus (Sérémé et al., 2008a).

Figure 4 : Particules virales de IYMV (fléches) observées au microscope ¢lectronique

(grossissement : x 14000) (Micrographie : S. Galzi)
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I1. SILENCING

1. Historique

Les premiéres études ayant révélé le processus d'inactivation épigénétique post-
transcriptionnelle ont été réalisées chez les plantes au début des années 90 simultanément par
une équipe hollandaise et une équipe américaine (Napoli et al., 1990 ; van der Kroll et al.,
1990). Ces auteurs, désireux d’intensifier la couleur pourpre des pétales d’une variété de
Pétunia, introduis€rent par transformation génétique une copie supplémentaire du géne de la
chalcone synthétase A (ChSA), enzyme impliquée dans la voie de biosynthése des pigments
rouges, les anthocyanes. Parmi les transformants obtenus, certains présentaient des pétales
blancs, totalement dépigmentés. L’analyse moléculaire de ces transformants a montré que
cette dépigmentation résultait de la dégradation spécifique des ARNm de chalcone synthase
(van Blokland et al., 1994). Ainsi, on démontrait pour la premicre fois que 1I’introduction
d’une copie supplémentaire d’un géne pouvait entrainer simultanément son inactivation ainsi
que celle du géne endogeéne. Ce phénomene a été nommé co-suppression car on pensait a
I’époque que I’extinction simultanée des geénes endogenes et exogenes homologues découlait
obligatoirement d’une interaction entre eux.

Ces expériences de co-suppression ont mis en évidence un mécanisme treés répandu
chez les plantes : la protection du génome contre les éléments transposables mobiles et les
virus @ ARN (Vaucheret et al., 2001). Ce mécanisme a été appelé « Post Transcriptional
Gene Silencing » ou PTGS.

Des processus agissant de facon similaire, c'est-a-dire par dégradation spécifique d'un
transcrit donné, ont ensuite été décrits chez de trés nombreux organismes, tels que des
protozoaires (Trypanozoma brucei (Ngo et al., 1998), Plasmodium falciparum (McRobert et
McConkey 2002), Toxoplasma gondii (Al-Anouti et Ananvoranich, 2002)), des invertébrés
(Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1991), Drosophila melanogaster (Pal-Bhadra et al.,
1997)), des champignons (Neurospora Crassa, Schyzosaaharomyces pombe) (Cogoni et al.,
1996), des algues (Chlamydomonas reinhardtii) (Wu-Scharf et al., 2000) ou encore des
mammiferes (Mus musculus (Elbashir et al., 2001), Homo sapiens sapiens (Wianny et
Zernicka-Goetz, 2000)). Certains facteurs de ces processus sont conservés d'un point de vue
phylogénétique, indiquant une origine ancéstrale commune de tous ces processus (Cogoni et
Macino 1999 ; Dalmay et al., 2000 ; Fagard et al., 2000). Chez les animaux ce mécanisme est

appelé ARN interférence (RNAI1) et quelling chez les champignons.
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Le processus de PTGS peut étre déclenché par différents types d'inducteurs, tels qu'un
transgeéne en orientation antisens ou encore en répétition inversée (IR) du méme geéne (Fagard
et Vaucheret, 2000 ; Wesley et al., 2001). Ce dernier type de transgéne induit le processus de
PTGS de fagon beaucoup plus efficace (Wesley et al., 2001). De nombreuses hypothéses
concernant la base moléculaire de I'induction de ces processus post-transcriptionnels ont été
formulées : production d'ARNs aberrants tels que des ARNs tronqués, non polyadénylés ou
encore des ARNs méthylés et I'existence d'une machinerie permettant de détecter une quantité
d'ARNs anormalement abondante (Meins et Kunz, 1995 ; Meins, 2000). Le mécanisme
responsable de la spécificité de ces processus a suscité un trés grand intérét au niveau
fondamental.

Bien que le mécanisme d’action du PTGS commence a étre ¢lucidé, il subsiste encore
quelques zones d’ombre. En effet, on connait a présent les mécanismes biochimiques qui
conduisent a la dégradation spécifique de la séquence d’'un ARN donn¢, mais on ne connait
pas encore la totalité des genes impliqués dans la mise en place du PTGS.

Le PTGS régule I’expression des genes au niveau post-transcriptionnel mais aussi au
niveau transcriptionnel, via la méthylation de I’ADN et le remodelage de la chromatine. Dans
cette partie ne seront décrits que les mécanismes post-transcriptionnels auxquels nous nous

sommes particuliérement intéressés.

2. Terminologie

La terminologie utilisée pour décrire les mécanismes du PTGS est parfois complexe.
Afin de bien cerner les phénomeénes reliés au PTGS, nous donnons ici une description
sommaire de ceux-ci.

Le terme co-suppression est utilisé chez la plante pour décrire la répression d'un geéne
ou d'un transgeéne par un transgene homologue (Napoli et al., 1990). Cette répression peut agir
soit via une réduction de la transcription des génes affectés, soit via la modification du
traitement des ARNm apres transcription. Les deux phénomenes ne sont pas mutuellement
exclusifs, mais agissent plutot de fagon concomitante.

La réduction de la transcription se nomme répression génétique transcriptionnelle
(TGS). Elle fait appel principalement & des mécanismes épigéniques comme la méthylation du
promoteur ou de la séquence codante (Mette ef al., 2000). Ce volet de la répression par ARN

n'est pas encore complétement élucidé. I fait 1'objet d'intenses recherches dans des domaines
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connexes, tels les fonctions centromériques et le controle des €léments transposables (Llave et
al., 2002).

L'altération de I'ARNm aprés transcription, visant une réduction de l'expression, se
nomme répression génétique post-transcriptionnelle (PTGS). Ce terme est surtout employé
chez les végétaux et les eucaryotes inférieurs, le mot «quelling» pour ce méme mécanisme
étant réservé aux champignons et I'expression «ARN interférence» (RNA1) s'adressant surtout
aux animaux (Tang et al., 2003). Chez ces derniers, le RNAIi agit soit en procédant a la
dégradation des transcrits, soit en empéchant leur traduction. Chez les végétaux, le terme
PTGS se référe surtout a la dégradation des transcrits, quoiqu'un effet traductionnel ne soit
pas écarté. L'expression RNAi s'emploie également chez les plantes. Elle se rapporte alors le
plus souvent a l'induction artificielle du PTGS, par exemple lors de la création de «lignées
RNAi» destinées a réprimer l'expression d'un gene. Nous utiliserons dans le document le

terme silencing pour désigner le PTGS.

3. Mécanisme général du PTGS

Le PTGS est un phénomene dynamique dont le modele actuel s’appuie sur le réle clef
des ARNdD et des petits ARNSs interférants (siRNA) qui en dérivent. Selon ce modéle (Figure
5), les ARNdb présents dans une cellule seraient reconnus par une ribonucléase nommée
DICER (DCL1 a DCL4 chez Arabidopsis thaliana [Schauer et al., 2002]) qui les dégraderait
en petits ARNs interférants de 21 a 25 nt. Les brins du duplex de siARNs sont dissociés par
une hélicase ATP-dépendante et le brin dont I’appariement a I’extrémité 5° est le moins stable
dans le duplex est pris en charge par le complexe RISC (RNA-induced silencing complex) de
facon a cliver spécifiquement tout ARN leur étant homologue ce qui entrainerait la répression
post-transcriptionnelle (Vaucheret et al., 2001 ; Schwarz et al., 2003). L’autre brin du duplex
de siARNs, nommé¢ brin « passager », est clivé par la protéine Argonaute (AGO) chez la
Drosophile et chez I’humain, puis dégradé (Matranga ef al., 2005 ; Rand et al., 2005). 11 a été
montré que le brin passager est ensuite dégradé par une ribonucléase nommée QIP chez N.
crassa (Maiti et al., 2007). Plusieurs autres protéines ont un réle dans le PTGS (Vaucheret,

2008).
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Figure 5: Mécanisme général de silencing chez les plantes. Les rectangles indiquent les
protéines ou les geénes impliqués dans les differents processus de silencing ; ??? indiquent la

position des protéines associées au DICER (Bucher, 2006).

4. Principales composantes du silencing.

Bien qu’il existe de nombreuses catégories de petits ARNs, le schema général du
mécanisme de silencing est trés conservé entre les organismes. Plusieurs acteurs interviennent
dans le processus de silencing. Dans cette partie seront présentées par famille les principales
protéines actrices du silencing, des protéines impliquées dans la biogenese des petits ARNS,

jusqu’aux protéines effectrices du mécanisme d’inactivation.
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4.1 Dicer

Les protéines Dicer sont des membres de la famille des ribonucléases de classe III qui
hydrolysent les ARNdb en fragments de 21 a 24 nt. Ces enzymes possédent un domaine
hélicase et deux domaines a ribonucléase de classe III. Comme les protéines de la famille
Argonaute (voir plus loin), elles contiennent un domaine PAZ de liaison a I’ARNdb (MacRae
et Doudna, 2007). 1l existe quatre protéines Dicer chez Arabidopsis nommées DCLI1 a 4
(Dicer-Like) qui produisent chacune des duplex de petits ARNs de 21, 22, 24 et 21 nt
respectivement (Deleris et al., 2006 ; Fusaro et al., 2006).

Chez les animaux, les duplex de petits ARNs sont produits par deux types de
ribonucléases de classe III : Drosha et Dicer. Chez les plantes, on ne connait pas de protéines
Drosha et ce sont les protéines Dicer-like seules qui produisent les duplex.

Chez Arabidopsis, il existe quatre isoformes DCL qui sont partiellement redondants. Par
exemple, pour la biogénése des tasiARNs (voir plus loin), la protéine DCL4 qui produit
normalement des fasiARNs de 21 nt, peut étre remplacée par DCL2, qui produit des
tasiARNs de 22 nt, ou DCL3, qui produit des tasiARNs de 24 nt (Gasciolli et al., 2005 ; Xie
et al., 2005). Dans la réponse a une infection virale ou dans le cas d’inactivation de

transgenes, la protéine DCL2 peut remplacer DCL4 (Deleris et al., 2006 ; Fusaro et al., 2006).

4.2. RDRs (ARN polymérases ARN dépendantes)

Les polymérases semblent nécessaires a plusieurs niveaux : pour convertir les ARNs
aberrants (ARNab) en ARNdb et de facon plus générale pour amplifier le silencing en
synthétisant du ARNdb a partir de I'ARNm et des siARNSs utilisés comme amorce. Les RDR
cellulaires, nommées RDR6, SGS2 (suppressor of gene silencing 2) ou encore SDEI
(silencing defective 3) (notée ici RDR6), semblent remplir cette fonction de synthése
d'ARNdb en utilisant comme matrice les ARNab (Dalmay et al., 2000 ; Mourrain et al.,
2000).

D'autres RDRs cellulaires ont été identifiés chez d'autres organismes lors de criblage
de mutants visant a identifier les composants nécessaires au silencing. Ainsi, les RDRs EGO1
et RRF-1 sont requises pour 1I’ARNi, respectivement, dans la lignée germinale et dans la
lignée somatique chez C. elegans et QDEI pour le quelling chez N. crassa (Cogoni et
Macino, 1999 ; Smardon et al., 2000 ; Sijen et al., 2001). Chez Arabidopsis, six génes codant
des RDRs ont ét¢é identifiés et nommés RDR1 a 6.
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4.3. Argonaute (AGO)

Les protéines de la famille AGO sont les effecteurs du silencing et elles sont
conservées des bactéries procaryotes (Aquifex aeolicus) a 1’homme. Ces protéines
homologues au facteur d’initiation a la traduction, sont caractérisées par deux domaines
protéiques PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille) et PIWI (P-Element-induced wimpy testis), séparés
par un domaine médian nomm¢é MID (Hutvagner et Simard, 2008) (Figure 6). Ce sont des
protéines tres basiques qui portent des motifs GW (répétitions glycine tryptophane) dont le
role dans le silencing commence a étre elucidé. Ces motifs correspondraient a un motif de
liaison aux protéines de la famille AGO via le domaine PIWI (EI-Shami et al., 2007). En
effet, la protéine AGO1 de S. pombe interagit avec la protéine Tas3, chez les mammiferes les
protéines AGO1 et AGO2 interagissent avec GW182, et la protéine AGO4 d’Arabidopsis
interagit avec la sous-unit¢ NRPDI1b de I’ARN polymérase IV (Vaucheret, 2008). On
distingue trois groupes de protéines AGO (Hutvagner et Simard, 2008) : le groupe I regroupe
les protéines liant les miARNSs et les siARNs (protéines AGO vraies), le groupe II comprend
les piARNs (protéines PIWI) et le groupe III est spécialis¢é dans la liaison des siARNs

secondaires qui n’ont ét¢ décrites que chez C. elegans (Yigit et al., 2006).

A B
o AGO1 - AG04 " PAZ mid Piwi
55Uy B 5 A | ol N ————— T
miRNAs tasiRNAs, rasiRNAs,
(21 nt) rasiRANAs intergenic
(21 nt) siRNAs (24 nt) 5 end bindifg
pocket

- 7
intergenic siANAs miR380
21,22, 24 nt)

Figure 6 : Protéines argonautes et les petits ARNs. A) les protéines AGO chez Arabidopsis et
leurs petits ARNs associés. Pour chaque protéine AGO, D'extrémité 5° préférentielle du
nucléotide est indiquée. B) représentation de la structure d’une protéine AGO (en haut) et

schéma montrant un mode¢le d’interaction AGO-petits ARNs (en bas) (Kim, 2008)
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5. Biogénése des petits ARNs

Les petits ARNs qui déclenchent l'extinction de l'expression des génes constituent une
famille d’ARNs non codants, régulateurs de 19-28 nt issus d’ARNdb (Kim, 2005). Ces petits
ARNs peuvent étre classés en deux sous-ensembles en fonction de la nature de leurs
précurseurs : les siARNs, qui sont issus d'une molécule d'ARNdb et les miARNSs, qui

proviennent d'un ARNsb se repliant selon une structure spécifique en épingle a cheveux.

5.1. Les siARNs

Les small interfering RNAs (siARNs) regroupent tous les petits ARNdb qui
proviennent de précurseurs constitués de deux brins indépendants appariés. Ils peuvent étre
issus de Dactivit¢ d’une RDR ou d’une transcription bidirectionnelle de geénes ou de
transposons. Les siARNs peuvent ¢également étre produits a partir de structures
intramoléculaires formées par certains ARNs viraux (Molnar et al., 2005).

Les siARNs sont séparés en quatre sous-classes qui sont définies en fonction de leur
mécanisme d’action et de l’origine de leur précurseurs (Rana, 2007 ; Kim, 2008): les
tasiARNs (endogenous trans-acting siRNA, siARNs endogeénes de 21 nt qui agissent en
trans), les rasiRNA (repeat-associated siRNA, siARNs associés a des répétitions dans le
génome comme des transposons ou des rétro-éléments), les scnRNA (small scan RNA,
siARNs de 28 nt qui scannent I’ADN afin d’induire un réarrangement du génome) et les
PiRNAs (Piwi-interacting, siARN de 26-31 nt qui se lient aux protéines de la famille des
PIWI).

Chez les plantes, les rasiARNs sont la classe majoritaire des siARNs (Llave ef al.,
2002 ; Xie et al., 2004). Les nat-siARNs (natural antisens siARN), une autre classe de
siARNSs, ont ét¢ identifiés chez des plantes ayant subi un stress salin (Borsani ef al., 2005) ou

infectées par des pathogenes (Katiyar-Agarwal ef al., 2006).

Chez les animaux tels que les mouches et les mammifeéres, il a été mis en évidence
I’existence de siARNs endogenes (Czech et al., 2008 ; Ghildiyal et al., 2008 ; Kawamura et
al., 2008 ; Okamura et al., 2008 ; Tam et al., 2008 ; Watanabe et al., 2008). Ces sARN:S,
nommeés endo-siARNSs, sont homologues a des transposons ou a des génes dont ils regulent

leurs expressions.
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5.2. Les miARNSs

Les microARNs (miARN) sont des molécules d'ARN de 18 a 24 nt dont les
précurseurs sont des ARNsb qui se replient selon une structure en tige-boucle (aussi appelée
épingle a cheveux) et dont la structure tige contient des appariements imparfaits.

Les miARNs sont transcrits par la polymérase a ARN II sous la forme de transcrits
primaires, appelés pri-miARNs (Cai et al., 2004 ; Lee et al., 2004). Les pri-miARNs sont
ensuite exportés dans le cytoplasme par la protéine Exportin-5. Une fois dans le cytoplasme,
les pri-miARNs sont clivés par des enzymes de la famille Dicer qui 6tent la boucle de
I'épingle a cheveux et donne naissance a un miARN double-brin (Bernstein et al., 2001 ;
Grishok et al., 2001 ; Hutvagner et al., 2001 ; Lee et al., 2004 ; Xie et al., 2004). Un des brins
de ce duplex est rapidement intégré dans un complexe ribonucléo-protéique ou il devient un
miARN mature alors que le brin complémentaire est dégradé¢ (Khvorova et al., 2003 ;
Schwarz et al., 2003).

Les miARNs réguleraient une grande variété de procédés physiologiques et de
développement, comme la prolifération cellulaire, 1’apoptose, la morphogenese, la sécrétion

d’hormones ou la plasticité neuronale (Plasterk, 2006).

6. Initiation, amplification et propagation du silencing

6.1. Initiation

Les études génétiques réalisées chez les plantes ont permis de mettre en évidence
l'existence de différents inducteurs capables d’initier le silencing. L'étape commune a tous ces
inducteurs est la formation d'un long ARNdb, qui aprés clivage par une enzyme de type
DICER-Like conduit a la production des siRNAs.

Les siARNs de 21 nt produits par I’action de DCL4, AGOI1 sont le signal actif au
niveau du silencing cellule-a-cellule (Dunoyer et al., 2005 ; Dunoyer et al., 2007). La nature
moléculaire du signal de silencing a longue distance n’est pas connue, mais il semble qu’il ne
s’agisse pas de petits ARNs. En effet, la transmission systémique du signal n’est pas affectée
a partir de greffons mutants dc/l ou dcl2dci3dcl4 (Brosnan et al., 2007). Les RDRs sont

ensuite les facteurs clés pour I’amplification de ces signaux.
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6.2. Amplification du signal

Le silencing peut étre amplifi¢ d’une part par la multiplication du nombre de siARNs
et d’autre part, par la diversification de ces siARNs : c’est la transitivité. La transitivité, mise
en évidence chez les plantes (Voinnet et al., 1998) et chez C. elegans (Sijen et al., 2001),
correspond a la production de siARNs secondaires qui ciblent de nouvelles régions par
rapport aux siARNs primaires (Voinnet, 2008). Ces siARNs primaires servent d’amorce pour
la RDR qui polymérise la séquence adjacente en 5’ a la séquence ciblée par les SARNs
primaires (Moissiard et al., 2007).

Le mécanisme d’amplification du silencing décrit chez C. elegans dépend d’une
protéine AGO de type III spécifique SAGO ou WAGO (Yigit et al., 2006 ; Baulcombe, 2007 ;
Pak et Fire, 2007 ; Sijen et al., 2007).

6.3. Propagation du signal

Le silencing, nous ’avons vu, est initié a 1’échelle de la cellule par la présence
d’ARNdb. Cependant, il possede la propriété de ne pas rester localisé dans la cellule. Chez les
plantes et chez certains invertébrés, le silencing posséde une composante mobile capable de se
propager de cellule-a-cellule via les plasmodesmes et a longue distance via les vaisseaux du
phloéme (Voinnet et al., 1998). Cet aspect systémique du silencing est trés important pour la
défense des plantes contre les infections virales (Schwach et al., 2005). Cette composante est
spécifique aux siARNs et le silencing guidé par des miARNs est strictement cellule

autonome.

7. Roles du silencing chez les plantes

7.1. Roles de défenses contre les acides nucléiques invasifs

Le silencing est un ancien mécanisme de défense contre les virus. Le plus ancien
indice d’un tel role du silencing date de 1928 ou Wingard a mis en évidence le phénoméne de
‘recovery’ (Wingard, 1928). Des plants de tabac chez qui les premieres feuilles sont
nécrotiques a cause de I’infection par le TRV, sont capables de produire de jeunes feuilles
indemnes de symptomes aprés une deuxieme infection par le virus. Par ailleurs, les résultats
de travaux visant a obtenir des plantes transgéniques résistantes aux virus militent en faveur
d’un ro6le antiviral du silencing. En effet, en 1966 il a ét¢é mis en évidence, que la sur-
expression de la protéine de capside (CP) du TMV chez des plants de tabacs les rends
résistants a 1’infection virale (Abel et al., 1986). Six ans plus tard, Lindbo et Dougherty
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(1992), réussissent a conférer a des tabacs exprimant le gene de la CP de TEV, une immunité
contre le virus. L’importance du silencing dans la reponse des plantes aux infections virales
est confirmée par le fait que de nombreux phytovirus, sinon tous, codent une ou plusieurs
protéines capable supprimer la machinerie du silencing endogeéne (voir plus loin). Il y a eu co-
évolution entre les stratégies d’infections virales et les mécanismes de défense mis en place
par la plante. L’utilisation du silencing comme moyen de lutte contre les infections virales est
conservée entre les especes (Ding et Voinnet, 2007).

Comme indiqué en debut de cette partie (historique), le silencing a été, pour la
premicre fois, mis en évidence lors des expériences de transgénese chez le Pétunia : la co-
suppression. De méme, la surexpression de la GFP chez C. elegans entraine une baisse de
I’accumulation de I’ARNm GFP (Fire et al., 1998).

Un des rdles du silencing est de prémunir I’organisme contre des éveénements de
transposition trop nombreux, ce qui pourrait étre délétére pour le génome. Le silencing permet
la régulation des transposons chez Drosophila et C. elegans (Ketting et al., 1999), chez
Chlamydomonas (protiste) (Wu- Scharf et al., 2000) et chez les plantes (Hamilton et al.,
2002).

7.2. Role dans I’expression des génes endogénes

Un autre role du silencing est d’intervenir dans le développement de 1’organisme. En
effet, les mutations dans certains geénes nécessaires au silencing entrainent souvent des
aberrations phénotypiques et un développement perturbé (Ketting et al., 2001 ; Lobbes ef al.,
2006 ; Yang et al., 2006). Les tasiARNs sont également impliqués dans le développement. Ils

réguleraient la transition de la phase juvénile vers la phase adulte (Fahlgren ef al., 2006).

7.3. Role de défense contre les stress biotiques et abiotiques

Des études commencent a mettre en évidence le réle de défense du silencing contre les
stress biotiques et abiotiques. Ainsi, il joue un rdéle dans la défense de la plante contre les
infections bactériennes (Navarro et al., 2006). Ces auteurs ont montré que la perception par la
plante de la flagelline bactérienne (PAMP, Pathogen associated molecular pattern) induit
I’accumulation du miR393 et I’inhibition de I’expression de ses cibles afin d’améliorer la
résistance au pathogeéne. Plus récemment, il a été montré l'existence chez les bactéries
pathogenes d'acides nucléiques qui codent pour des protéines capables d’inhiber le silencing
cellulaire (Navarro et al., 2008). Comme dans le cas des virus, il y a co-évolution entre le

mécanisme de défense cellulaire et celui des pathogenes.
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Les premicres preuves du role de défense du silencing contre les stress abiotiques
datent des ¢études visant a prédire D’existence de nouveaux miARNs et des cibles
correspondantes chez Arabidopsis (Jones-Rhoades et Bartel, 2004). Ces travaux ont permis de
montrer qu’il existait parmi les cibles potentielles de miARNs, de nombreuses protéines de
réponse aux stress. D’autres études ont permis d’identifier aussi des petits ARNs impliqués
dans la réponse aux stress abiotiques (Borsani et al., 2005 ; Sunkar et al., 2006). Enfin, une
¢tude récente basée sur des expériences de puces a ADN a permis d’identifier 14 miARNs

régulés en réponse aux stress (Liu ef al., 2008).

ITII. BIOTECHNOLOGIES

1. Applications du silencing

Presque vingt ans apres la découverte des siARNs, les connaissances sur leurs
caractéristiques et leurs roles ne cessent d’évoluer. Le silencing a captivé le monde
scientifique en amenant de nouveaux outils génétiques pour les organismes modeles, en
améliorant la compréhension des mécanismes de régulation de 1’expression des génes, et par

I’ouverture de toutes nouvelles perspectives pour la pharmacologie et les biotechnologies.

1.1. Le silencing, un outil de génomique fonctionnelle

Avec la technique, nommée ARN interférence (ARNi), il est possible d’inactiver le
fonctionnement d’un géne donné avec une remarquable efficacité et spécificité (Bosher et
Labouesse, 2000) et d’évaluer son implication fonctionnelle dans un processus
physiopathologique. L’ARNIi a été plébiscitée pour la production de mutants et le nombre de
travaux ayant utilisé a ce jour cette technique pour identifier la fonction d'un géne donné est
considérable. Elle permet également d'identifier a grande échelle la fonction des geénes. En
effet, dans des études visant a identifier des génes impliqués dans le cycle cellulaire et le
développement embryonnaire, des mutants ont été¢ obtenus par ARNi pour I'ensemble des
genes des chromosomes I et III de C. elegans (Fraser et al., 2000). Cette technique peut
¢galement permettre d'inactiver en une seule expérience plusieurs membres, voire tous les

membres d'une méme famille de protéines.
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1.2. Chez les plantes : Concept de résistance dérivée du pathogéne

Les maladies virales causent des dégats et des dommages qualitatifs et quantitatifs
considérables sur les cultures. Face a ces virus phytopathogénes, 1’utilisation de variétés
résistantes constitue 1’approche de lutte la plus efficace. Récemment, le génie génétique a
ouvert la voie a des approches innovantes de création de variétés résistantes. Historiquement,
le concept de résistance dérivée du pathogéne (PDR pour pathogen-derived resistance) a été
émis par Sanford et Johnston en 1985. Ce concept fut, un an apres, validé vis-a-vis d’un virus
de plante (Abel et al., 1986). La sur-expression de la protéine de capside du TMV a permis
d’obtenir des plantes transgéniques résistantes a ce virus (Abel et al., 1986). Depuis
I’aboutissement de ces travaux, le géne de la capside a été utilisé avec succes pour induire une
résistance a de nombreux phytovirus (Beachy, 1997 ; Gonsalves, 2006 ; Fuchs et Gonsalves,
2007). Toutefois, d’autres génes viraux ont également €té utilisés pour conférer un phénotype
de résistance, notamment les génes de la réplicase (Beachy, 1997), de la protéase, de la
protéine de mouvement, des séquences non codantes (Fuchs et Gonsalves, 2007), des ARNs
satellite (Jacquemond et Tepfer, 1998) et des ARNs défectifs interférents (Havelda et al.,
1998).

L’exemple réussi de ce type de résistance est la résistance conférée a la papaye
(Carica papaya) contre le PRSV (Papaya ringspot virus) (Gonsalves, 1998) qui, des sa
commercialisation en 1998, plusieurs revues lui ont été consacrées (Gonsalves et al., 1998 ;
Gonsalves et al., 2004 ; Gonsalves, 2006 ; Gonsalves ef al., 2006).

Deux décennies apreés la création de la premiere plante transgénique résistante aux
phytovirus, environ une quarantaine de plantes résistantes a un ou plusieurs virus existent
aujourd’hui (pour revue, voir Fuchs et Gonsalves, 2007 ; Shepherd et al., 2009). Bien que les
diverses stratégies se soient avérées concluantes en serre et en condition naturelle, les plantes
transgéniques exprimant un (ou partie) géne viral n’ont pas été introduite intensément du fait

des problémes législatifs liés a la biosécurité.

1.3. Chez les animaux : Technique aux indéniables qualités

La technique de I’ARNi représente de grands espoirs pour la médecine grace a
’utilisation de siARN (Siomi, 2009). Des études ont montré que I’ARNi est spécifique du
gene ciblé dans des cultures de cellules humaines (Chi et al., 2003 ; Jackson et al., 2003 ;
Semizarov et al., 2003). L'utilisation de cette technique in vivo reste confrontée, comme les

autres techniques de transferts d'acide nucléique, aux problémes de ciblage cellulaire.
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Cependant, certaines études ont déja permis d'apporter des résultats encourageants en terme
de thérapie humaine. Des études ont, par exemple, permis d'inactiver les virus de
I'Tmmunodeficience Humaine (VIH) (Jacque et al., 2002 ; Lo et al., 2007) et de 'Hépatite
(Yokota et al., 2003 ; Ren et al., 2006) dans des cultures cellulaires.

Les resultats d’ARNi obtenus pour la thérapie anti-cancéreuse sont ¢galement tres
encourageants. En effet, il a été possible de bloquer I'expression d'oncogene dans divers types
de cellules cancéreuses humaines en culture et ainsi d'induire spécifiquement leur apoptose
(Wilda et al., 2002 ; Aoki et al., 2003). L’ ARNI serait également une technique efficace dans
la lutte anti-parasitaire (Malhotra et al., 2002 ; Robinson et Beverley, 2003).

1.4. Limites de I' ARN interference

Bien que I'ARNI soit une technique aux multiples applications, force est de reconnaitre
qu'elle presente des limites. En effet, plusieurs études ont montré que les siARNs peuvent
induire une réponse anti-virale de type interféron dans des cellules mammiferes. Cela
provoque une dégradation non spécifique des ARNm. La taille des siARNs est donc un
facteur important dans les "contraintes" en ce sens qu'il faut utiliser des siARNs de moins de
30 nucléotides (Chauchereau et Harel-Bellan, 2004) pour que I'ARNI soit éfficace.

Dans des ¢études expérimentales via le transcriptome, 1’existence de cibles collatérales
a été observée, mais avec des efficacités limitées (Jackson et al., 2003). Plusieurs genes
peuvent donc étre simultanément ciblés par les siARNs, et cela peut compromettre
I’interprétation correcte de la fonction des geénes a cause de la non-spécificité de la réaction.
Pour confirmer un phénotype, il est donc indispensable d’utiliser deux ARNSs interférants qui
ciblent des séquences différentes sur le méme géne (Anonymous, 2003).

Une autre contrainte liée a l'utilisation de I'ARNi est qu'une différence de seulement
quelques nucléotides dans la séquence de I’ARN cible peut modifier I’efficacité d’un siARN.

Quoi qu’il en soit, le fait que I’ARNi est un processus naturel et probablement
fondamental chez les plantes, les animaux et ’Homme contribue a en faire un des domaines

de recherche les plus passionnants de la biologie.

2. Applications des suppresseurs de silencing

Les progrés en matiere de génie génétique et I'intérét grandissant de 1’industrie

pharmaceutique pour la production de protéines aux propriétés thérapeutiques ont fait naitre
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ces deux dernieres décennies un nouveau systéme de production de protéines recombinantes,
connu sous le nom de "Molecular pharming", qui utilise les plantes comme « bioréacteur »
(Whitelam et al., 1993 ; Theisen, 1997 ; Deckers et al., 1999 ; Gidding, 2001). Ce systéme
nécessite le plus souvent I’intégration d’un transgene dans leur génome. Cependant,
I'obtention de transformants stables est longue (plusieurs mois) et est inefficace si la
surproduction de la protéine d’intérét est toxique pour la plante.

C’est pourquoi la transformation transitoire apparait comme une technique de choix
pour la production de protéines d’intérét dans les plantes. Elle permet de dissocier la
transformation de I'expression et est, en plus, rapide, flexible, non affectée par des effets
chromosomiques et peut étre utilisée dans les tissus végétaux entiérement différenciés
(Fischer et al., 1999). Tres récemment, il a été montré que le silencing est un facteur limitant
pour I’expression des protéines recombinantes dans les plantes (Johansen et Carrington,
2001). Le silencing est en effet un mécanisme de défense trés efficace de la plante qui
reconnait et neutralise les ARNs ou ADN ¢étrangers (dont les transgénes). La découverte
récente des protéines suppresseurs de silencing, chez presque tous les genres viraux (Figure
7), a permis de lever en partie la contrainte liée a I’utilisation des plantes pour la production
de protéines recombinantes. Ainsi, de plus en plus, les suppresseurs de silencing sont utilisés
dans des systemes hétérologues permettant d’optimiser 1’expression d’un géne donné. Ainsi,
la co-expression de protéines suppresseurs de silencing permet d’atténuer la réponse de
silencing de I’hdte et donc d’améliorer I’expression du gene d’intérét. Dans une étude récente,
Voinnet et al., (2003) a montré que la co-infiltration d’un géne d’intérét en présence de la
protéine suppresseur P19 du TBSV (Tomato bushy stunt virus) permet d’augmenter de facon
significative ’expression du gene d’intérét. En effet, en présence de la protéine P19,
I’expression du geéne d’intérét est multipliée par 50 (Voinnet et al., 2003). Il a aussi été
rapporté qu’un bon niveau d’expression peut €tre obtenu en couplant I’approche amplicon
viral avec un suppresseur de silencing. Des feuilles co-exprimant le suppresseur HC-Pro du
TMV et un vecteur PVX/Gus amplicon accumulent la protéine GUS d’environ 3 % de
protéine totale (Mallory et al., 2002a). Des résultats similaires ont également été observés en
utilisant en systeme hétérologue chez le tabac la protéine suppresseur P1 du RYMV pour
I’expression de la protéine PSA-Promastigote Surface Antigen- d’intérét vaccinal contre la
Leishmaniose (Siré et al., 2006 ; Sérémé et al., 2008b).

Dans une étude visant a identifier les interactomes d’une protéine kinase AzS6k2
Léonard (2005) est parvenu a sur-exprimer cette protéine en utilisant la protéine suppresseur

de silencing P19 dans un systéme d’expression transitoire. L’expression constitutive de la
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protéine kinase AzS6k2 étant toxique pour la plante. Ainsi, il ressort que I’utilisation des
suppresseurs de silencing comme outils pour sur-exprimer des protéines recombinantes a de

beaux jours devant elle.
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1. MATERIEL

1.1. Matériel végétal
Afin de tester les propriétés pathogéniques des isolats de RYMYV, les variétés de riz
sensibles IR64 (Oryza sativa indica) et BG90-2 (O. sativa indica) et résistante Giganté (O.

sativa indica) ont été utilisées.

La variété de mais (Zea mays) FBC6 et la poacée pérenne /. cylindrica ont été utilisées
au cours de la caractérisation biologique et moléculaire du [YMV. Le matériel végétal utilisé

dans la recherche des hotes du [YMV est présenté dans Sérémé et al. (2008).

Les infiltrations transitoires ont été effectuées avec Nicotiana benthamiana sauvage et
transgénique appelée lignée 16C. La lignée transgénique porte une seule copie du transgéne
correspondant a 'ORF codant pour une GFP modifiée par Haselhoff ef al. (1997) au niveau

d'un locus unique et de maniere homozygote (Ruiz ef al., 1998).

N. benthamiana a été cultivée dans des conditions de jours longs 14 h de jour a 28 °C,

10 h de nuit a 26 °C avec une humidité relative de 70 %.

1.2. Matériel viral

1.2.1. Les isolats de RYMV

Les isolats de RYMV provenant du Burkina Faso, du Mali, du Niger et du Tchad
représentent nos souches virales. Certains ont été collectionnés au cours de cette étude tandis
que d’autres, notamment ceux provenant du Niger et du Tchad, ont été prélevés dans la
collection RYMV du laboratoire de virologie et de biotechnologies végétales de 'INERA.
Les différents isolats ont été utilisés pour les études de la diversité pathogénique du RYMYV et
de suppression de silencing. Certaines séquences d’isolats de RYMV utilisées ont été
récupérées dans les bases de données. Les numéros d’accession sont mentionnés dans le

tableau 2 (Pinel-Galzi et al., 2007).

1.2.2. Les isolats de IYMV
L’isolat de virus utilisé dans la détermination de la séquence compléte et dans I’étude
de la suppression de silencing du [YMYV a été isolé en 2000 a Banzon (Sud-Ouest du Burkina

Faso) sur la poacée pérenne I. cylindrica.
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1.3. Matériel bactérien, vecteurs de clonage et milieux de culture

1.3.1. Souches bactériennes

Les souches bactériennes DH5a, SCS110, HB101 d'Escherichia coli et GV3101
(pPM90) d'Agrobacterium tumefaciens (Tableau 4) ont été utilisées pour les clonages et les
transformations.

La souche DH5a (Invitrogen) a été utilisée pour I'amplification des plasmides lors des
clonages. Cette souche possede le géne codant pour la sous-unité B de la B-galactosidase. Ce
gene est sous la dépendance d’un promoteur induit par I’'IPTG. Elle permet de limiter les
risques de recombinaison, permet l'a-complémentation et aussi la sélection des clones
recombinants par la couleur des colonies en présence d’IPTG, un substrat chromogéne de la
B-galactosidase.

La souche SCS110 (Stratagene) est déficiente pour les méthylases Dam et Dcm. De ce
fait, ’ADN produit par cette souche peut étre digéré par des enzymes de restriction sensibles
a la méthylation. Elle a été utilisée dans le clonage des protéines P1 du [YMV et du RYMV.

La souche HB101 (Invitrogen) est, a I’inverse de la souche SCS110, pourvue des
méthylases Dam et Dcm et ’ADN produit par cette souche ne peut pas étre digéré par des
enzymes de restriction sensibles a la méthylation. Elle a été utilisée pour produire I’ADN qui
a servi pour la mutagenése dirigée.

La souche GV3101 (Invitrogen) dérive de la souche sauvage C58 dont le plasmide Ti
a été deléte de son ADN-T, lequel a ét¢ remplacé par le géne de résistance a la Gentamycine

(Koncz et Schell, 1986).

Tableau 4 : Souches bactériennes utilisées

\ Souche . . .
Espéce bactérienne Origine Génotype
. F ®80/lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169
DH5a Invitrogen recAl endAl hsdR17 (1K', mK") phoA

supE44 h— thi-1 gyrA96 relAl

o . rpsL (Str') thr leu endA thi-1 lacY galK galT
Escherichia coli SCS110 Stratagene ara tonA tsx dam dem supE44 A(lac-proAB)
[F " traD36 proAB lacl g ZAM15]

F merB mrr hsdS20(rg” mg) recAl3 leuB6
HB101 Invitrogen ara-14 proA2 lacYl galK2 xyl-5 mtl-1
rpsL20(Sm") gIinV44 ).

Agrobacterium  Gv3101

. Invitrogen rpoH" hreA"
tumefaciens & P
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1.3.2. Vecteurs de clonage

PGEMT-easy : Le vecteur de clonage pGEMT-easy (Promega) est utilisé pour la
plupart des clonages. Ce plasmide est sous forme linéaire et le site de clonage est bordé par
une thymidine aux extrémités 3'OH. La présence de ces bases permet la ligation de produit
d'amplification par PCR utilisant la Taq polymérase (qui ajoute une adénosine en 3'). Ce
vecteur a une taille de 3000 pb, porte le géne de résistance a I’ampicilline. On trouve de part

et d’autre de la cassette de clonage les promoteurs des ARNs polymérases T7 et SP6.

pBiné61 : Il dérive du plasmide binaire pBin19 (Bevan, 1984) et posséde 1'origine de
réplication peu spécifique ainsi que les séquences bordantes provenant du plasmide Ti. Il
contient le gene de résistance a la kanamycine et une cassette de clonage flanquée du
promoteur 35S du CaMV et du terminateur 35S. Ce vecteur a ét¢ utilisé pour exprimer la GFP
dans A. tumefaciens. Le plasmide pBin61 contenant le géne GFP (pBin61-GFP) a été
gracieusement fourni par Dr D. Baulcombe (Sainsbury Laboratory, John Innes Centre, Colney

Lane, Norwich).

pCakK7 : Le vecteur plasmidique binaire pCaK7 est utilisé pour la transformation des
agrobactéries. Il dérive du plasmide pCambial300 et a été¢ obtenu en clonant la cassette 35S
(Siré et al., 2008) au niveau du site Smal du pCambial300. Cette cassette renferme les sites
de restriction Xbal et Hindlll. Les séquences des différentes protéines P1 du RYMV et du
IYMV ont été clonées de facon orientée grace a la digestion par des enzymes de restriction
(Xbal et Hindlll). Le vecteur ainsi généré a été utilis€ pour permettre 1’expression des
protéines P1 et GUS dans 4. tumefaciens. 1l contient un geéne de résistance a la kanamycine

capable de s'exprimer dans les bactéries permettant ainsi de les sélectionner.

1.3.3. Milieux de culture
Le milieu complet LB (Luria Bertani) (Annexe 1) (Sambrook ez al., 1989) a été utilisé.
Les milieux gélosés (sur les boites de Pétri) ont été obtenus par addition de 15 g d’agar par
litre de milieu. De plus, si nécessaire, ces milieux ont été supplémentés en antibiotiques tels
que I’ampicilline a 100 mg/l ou la kanamycine a 50 mg/Il. Le substrat chromogene X-Gal a été

utilisé a la concentration de 40 mg/I.

1.3.4. Conditions de culture
La bactérie Escherichia coli (E. coli) est cultivée a 37 °C dans le milieu LB contenant

de I’extrait de levure (5 g/1), du bacto-tryptone (10 g/l) et du NaCl (5 g/l). De I’agar a 10 g/l a
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¢té ajouté pour le milieu solide. A ces milieux peuvent étre additionnés des antibiotiques
adéquats. 4. tumefaciens a été cultivée dans les mémes conditions que E. coli a I’exception de
la température qui est de 28 °C au lieu de 37 °C.

Les antibiotiques dont le géne de résistance est apporté par le plasmide ont été utilisés
aux concentrations suivantes pour sélectionner les bactéries transformées : ampicilline 100

pg/ml, kanamycine 50 pg/ml et rifampicine a 100 pg/ml.

2. METHODES

2.1. Echantillonnage et collecte des isolats viraux

2.1.1. Collecte des échantillons de RYMV
Les échantillons de feuilles ont été prélevés sur la base de la présence de symptomes
(jaunissement, panachure, mosaique, nécrose). Le prélévement a concerné le riz cultivé ou
sauvage ainsi que les graminées sauvages. Les feuilles prélevées ont été conditionnées dans
des sachets minigrip en prenant le soin d’éviter tout contact entre la main et les feuilles. Les
sachets contenant les échantillons ont été étiquetés et stockés sur la glace jusqu'a leur

acheminement au laboratoire ou ils ont été transférés au congélateur a -20 °C.

2.1.2. Maintien des isolats viraux

Les deux virus RYMV et IYMV utilisé€s au cours de nos travaux ont été multipliés et
conservés dans les mémes conditions a -20 °C. Cependant, les isolats de RYMV ont été
maintenus sur les variétés de riz sensibles BG90-2 et IR64 tandis que IYMV a été multiplié
sur I. cylindrica et sur la variété de mais sensible FBC6.

Pour chaque isolat, les feuilles ont ét¢ broyées au mortier dans du tampon
d’inoculation (Annexe 2) en présence de sable fin ou d’azote liquide selon un rapport 1 : 10 (1
g de feuille dans 10 ml de tampon). Le broyat a été filtré puis du carborundum 600 mesh a été
additionné au filtrat a 10 % pour servir d’abrasif. L’inoculation a été réalisée de fagon
mécanique par frottement des feuilles, agées de 14 jours, avec les doigts préalablement

trempés dans I’inoculum.
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2.2. Etude de la suppression de silencing

2.2.1. Préparation des agrobactéries

Préalablement a chaque infiltration, les souches d’A. fumefaciens ont été étalées sur un
nouveau milieu de culture contenant les antibiotiques adéquats (kanamycine et rifampicine).
Les agrobactéries ont été mises en préculture dans 5 ml de LB en présence de kanamycine (50
pg/ml) pendant environ 24 h et placées sous agitation a 28 °C. La préculture a été utilisée
pour ensemencer 50 ml de milieu de culture (LB, kanamycine 50 pg/ml, acétosyringone 20
uM) puis mis sous agitation, pendant 20 h a 28 °C. Les agrobactéries ont été ensuite
sédimentées (10 min a 5000 rpm), resuspendues dans une solution de MgCl, (10 mM) et
d’acétosyringone (150 mM) de telle sorte que la DOgop nm soit égale a 0,9 (Voinnet et al.,
2003). La suspension bactérienne a été incubée a température ambiante 2 a 3 h avant

'infiltration.

2.2.2. Co-infiltration ou patch test

Pour évaluer D’activité de suppression d’une protéine virale, on réalise une agro-
infiltration avec un mélange d'agrobactéries dont 1'une des souches posseéde le plasmide pBin-
GFP (ou pBin-GUS) et 'autre souche un plasmide binaire portant le gene de la protéine virale
a ¢étudier. Les deux suspensions bactériennes ont été préparées de la méme maniére que
précédemment puis ont été mélangées a volume égal 1: 1. Le mélange a été ensuite utilisé
pour infiltrer des plantes N. benthamiana lignée 16¢ (lorsque pBin-GFP est utilis¢) ou des
plantes N. benthamiana sauvages (lorsque pBin-GUS est utilisé).

La co-infiltration a été réalisée sur des jeunes feuilles, agées de 3 semaines, a 1’aide
d’une seringue de 2 ml sans aiguille. Elle consiste a appliquer 1’extrémité de la seringue sur la
partie abaxiale de la feuille a infiltrer puis par une pression adaptée, le mélange bactérien a été

injecté dans les tissus foliaires.

2.2.3. Prélevement des feuilles
Les feuilles agro-infiltrées ont été quotidiennement prélevées pendant une semaine
afin de suivre la cinétique d’expression du GUS. Pour tester 1’effet de la protéine P1 du
IYMV sur le silencing systémique, les feuilles néoformées 7 ; 14 et 21 jours apres infiltration
ont été prélevées et analysées. Ces feuilles ont été utilisées pour doser I’activité enzymatique

GUS et la fluorescence de la GFP.
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2.3. Biologie moléculaire

2.3.1. Extraction d’ARNSs totaux

L’extraction des ARNSs totaux a été réalisée a partir de tissus végétaux infectés par le
RYMYV ou IYMYV a I’aide du kit "RNesasy Plant Mini kit" (Qiagen). Ce kit permet d'obtenir,
a partir de quelques centaines de mg de matériel frais, des ARNs purs, de bonne qualité et en
forte concentration. Le matériel végétal a été broyé dans 1'azote liquide, jusqu’a obtention de
poudre fine, a 1’aide d’un microbroyeur en microtube de 1,5 ml. La poudre a été solubilisée
dans le tampon lyse RLT contenant de I’isothiocyanate de guanidium et du B-mercaptoéthanol
(10 pul/ml). Ensuite, 1’échantillon a été filtré sur une colonne permettant d’éliminer la majeure
partie des débris cellulaires. L’ajout d’éthanol absolu permet d’optimiser les conditions de
liaison des ARNs lorsque le lysat est transféré sur une membrane de silice fixant
préférentiellement les ARNs. La colonne a été lavée une seconde fois avec le méme tampon et
deux autres fois avec un deuxiéme tampon contenant tous les deux de 1’éthanol. Apres
séchage par centrifugation, les ARNs ont été ¢lués dans 30 pl d’eau pure garantie sans
ribonucléase.

Les ARNs extraits ont été dosés par spectrophotométric a 260 nm a 1’aide du
Nanodrop (Labtech Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer) sachant qu'une absorbance a
260 nm égale a 1, correspond a une quantité d'ARN total égale a 40 ng/ul. La qualité¢ des
ARN s a été evaluée en calculant le rapport DO»40/DO2go nm. Pour un ARN pur, ce rapport doit
étre compris entre 1,8 et 2. Les ARNs ont été conservés a -80 °C pour une longue durée, a -20
°C en fraction aliquote pour les utilisations courantes et a 4 °C pour les utilisations

quotidiennes.

2.3.2. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

La PCR permet DI’amplification in vitro d’un fragment d’ADN de manicre
exponentielle grace a l’utilisation de I’ADN polymérase thermostable isolée de Thermus
aquaticus (Taq) (Chien et al., 1976). Différentes polymérases ont été utilisées pour les
réactions de PCR selon le but final de I’amplification. De mani¢re générale, I’amplification de
séquences d’ADN par PCR a été effectuée a partir d’ADN matriciel dans un volume
réactionnel de 50 pl contenant du tampon de réaction PCR dilu¢ 1X, 200 nM de chaque
amorce (spécifiques de la séquence a amplifier), 0,1 mM de dNTPs (mélange contenant 10
mM de chaque nucléotide tri-phosphate), et 0,5 U de polymérase. Du MgCl, peut étre ajouté

si nécessaire. Les PCR ont été conduites dans un thermocycleur selon le programme suivant :
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dénaturation de 10 min a 94 °C ; 20 a 35 cycles comprenant une étape de dénaturation de 30
sec a 94 °C, une étape d’hybridation de 40 sec a une température inférieure de 5 °C a la plus
faible des températures de fusion (Tm) des amorces utilisées et une étape d’¢élongation de x
secondes a 72 °C (x étant proportionnel a la taille du fragment souhaité avec en moyenne 30
sec pour un fragment de 500 pb) ; élongation finale de 10 min a 72 °C. La Tm est déterminée
en fonction des amorces choisies. Ainsi, la Tm d’un oligonucléotide de taille inférieure a 25 nt
est donnée par la relation suivante : Tm = 4 x le nombre de paires G/C + 2 x le nombre de
paires A/T. Pour les oligonucléotides dont la taille excede 25 nt, la formule a utiliser devient :

Tm = 69,3 + 0,41 x (% GC) - (650 / taille amorce).

2.3.3. RT-PCR

La synthése de ’ADN complémentaire (ADNc) a été réalisée en utilisant le kit
"Superscriptll RNase H- Reverse Transcriptase" (Gibco BRL, Life Technologies). Cinq pg
d’une solution d’ARN total ont été mis en incubation & 65 °C pendant 10 min avec 500 ng
d’amorce antisens spécifique de la séquence recherchée dans un volume final de 12 pl puis
rapidement refroidis sur glace. On ajoute ensuite 4 ul de 5x "first strand reaction buffer", 2 ul
de 0,1 M DTT et 1 ul de dNTPs (mélange contenant 10 mM de chaque nucléotide tri-
phosphate). La réaction de transcription inverse est débutée aprés ajout de 1 pl de
transcriptase inverse Superscript II (200 U/ul) puis mise en incubation a 42 °C pendant 50
min. Enfin, une incubation de 10 min a 70 °C arréte la réaction en inactivant ’enzyme. Une
PCR a ensuite ¢été réalisée, comme précédemment, en utilisant 2 pul d’ADNc issu de la

transcription inverse.

2.3.4. Electrophorése et purification des fragments d’ADN

Les produits d'amplification ont été séparés par électrophorese sur un gel d'agarose a 1
% (p/v) dans un tampon TAE (Tris, Acétate, EDTA) x 0,5. Du bromure d’éthydium a été
incorporé au gel a la concentration finale de 0,5 pg/ml. Un marqueur de poids moléculaire a
¢té déposé en parallele afin d’évaluer la taille des bandes. Le marqueur de poids moléculaire 1
kb DNA ladder (Invitrogen, Ref. 15615-016) a été utilisé pour les fragments supérieurs a 100
pb et le marqueur 100 pb DNA ladder (Invitrogen, Ref. 15628-050) pour les fragments de plus
petite taille. Aprés migration sous une tension électrique de 100 V dans le tampon TAE x 0,5,
les fragments d’ADN ont été visualisés sous lumiere UV puis photographiés a 1'aide d'un
appareil photo Gel doc 2000 (Biorad) incorporé a un micro-ordinateur Power Mac 4400/200.

En fonctiondes objectifs, les fragments amplifiés ont été excisés du gel et purifiés a I'aide du
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kit "QIAquick gel extraction" (Qiagen) ou purifiés directement (produit RT-PCR) a I’aide du
kit "Geneclean Turbo" (Promega). Ces opérations de purification ont été réalisées suivant les

recommandations des fournisseurs.

2.3.5. Mutagenése dirigée

Le kit "QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis" de Stratagene™ a été utilisé
pour la mutagenése dirigée. Cette technique a été initialement proposée par Weiner et al.
(1994). Les amorces utilisées peuvent permettre plusieurs types de mutageneses comme
I’insertion d’un site unique de restriction, des délétions de toutes tailles et des insertions de
séquences pouvant aller jusqu’a 120 nt. La méthode est basée sur une PCR longue, réalisant
I’amplification du plasmide complet, ce qui nécessite une ADN polymérase avec une bonne
activité correctrice comme ’enzyme Pfu commercialisée par Stratagene™. La PCR a été
effectuée dans un milieu réactionnel de 50 pl contenant une concentration 10 fois supérieure
en amorces et en dNTP que dans le protocole PCR décrit précédemment. 20 cycles
d’amplification comportant une dénaturation de 30 sec a 94 °C, I’hybridation des amorces de
30 sec a la température adaptée et 1’¢longation de 5 min a 72 °C, ont été effectués. L’ADN
néo-synthétisé¢ et les hybrides brins parents/nouveaux ont été¢ purifiés puis traités avec
I’enzyme de restriction Dpnl pour digérer les brins provenant de la matrice parentale
méthylée. Apres purification, 'ADN a été phosphorylé, soumis a une ligation intra-
moléculaire afin de transformer des cellules ultracompétentes XL.10-Gold fourni dans le kit

(Stratagene).

2.3.6. Clonage moléculaire

2.3.6. 1. Préparation des vecteurs et des inserts

(i) Digestion par les enzymes de restriction

Les endonucléases (Hindlll, Smal, Xbal) coupent les molécules d’ADN bicaténaires
au niveau de séquences spécifiques, géncrent des fragments ayant soit des extrémités
cohésives 5° ou 3’ sortantes, soit des extrémités franches. Chaque enzyme de restriction
présente une activité optimale dans un tampon spécifique et a une température donnée. En
général, I’incubation se déroule pendant 1 h a 37 °C.

Les vecteurs et les inserts ont été préparés par digestion respective d’ADN

plasmidique et de produits PCR avec des enzymes de restriction appropriées. Pour digérer 1 a
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5 ng d’ADN (vecteur ou insert), le milieu réactionnel suivant a été utilisé : 1 pl a 5 ul d’ADN
a1l pg/ul, 1 pl de BSA a 2 mg/ml, 2 pl de tampon 10x spécifique de I’enzyme, 0,2 pl
d’enzyme a 10 U/ml et de 20 pl d’eau gsp.

La digestion a été vérifiée par électrophorese en gel d’agarose a 1 % puis visualisée
sous lumicére UV. Le produit de restriction a été exisé€ et purifi¢ a 1’aide du kit "Geneclean
Turbo" (Qbiogen) selon les recommandations du fournisseur et repris dans 30 pl de tampon

d’élution.

(ii) Déphosphorylation d’un vecteur

La déphosphorylation empéche un vecteur linéarisé de se refermer sur lui-méme lors
de l'étape de ligation et favorise ainsi l'insertion du fragment de DNA a cloner. La
déphosphorylation a été réalisée par action de la phosphatase alcaline d'intestin de veau, qui
¢limine les phosphates 5'-terminaux. 1 pg d’ADN a été déphosphorylé par 1 U de CIP
(Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal) (New England Biolabs) avec du tampon NEB3 1 X
(New England Biolabs) dans un volume réactionnel de 50 pl, pendant 1 h a 37 °C. L’enzyme
a été ensuite inactivée par chauffage a 68 °C pendant 10 mn. Les vecteurs déphosphorylés ont

¢été ensuite purifiés a ’aide du kit "Geneclean Turbo" de Qbiogen.

(iii) Ligation de fragment d’ADN purifié

La T4 ADN ligase catalyse la formation d’une liaison phosphodiester entre les
extrémités 3’-hydroxyle et 5’-phosphate des molécules d’ADN. La ligation a été faite dans un
volume total de 10 pl. Le milieu réactionnel était constitué de 100 ng de vecteur linéarisé, de
50 a 100 ng de fragment d’ADN a cloner, de 2 pl de tampon de ligation 5X (Invitrogen), de 1
U de T4 DNA (Invitrogen) ligase et qsp 10 ul d’eau.

La réaction a été incubée pendant une nuit a 16 °C. La T4 ligase a été inactivée par
traitement thermique a 65 C pendant 10 mn. Aprés purification avec le kit "Geneclean
Turbo" (Qbiogen), les produits de ligation ont été repris dans 5 a 10 pl d’eau puis utilisés pour

les transformations.

2.3.6.2. Transformations bactériennes
Pour les différentes transformations, des bactéries E. coli compétentes commerciales
HB101 (Invitrogen) et SCS110 (Stratagene) ont été utilisées suivant les recommandations des
fournisseurs. Les souches DH5a d'E. coli et GV3101 d'4. tumefaciens compétentes ont été

préparées au laboratoire et utilisées.
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(i) Préparation de bactéries thermocompétentes (Souche DH5a, Invitrogen)

La compétence d'une bactérie est un état temporaire qui lui permet d'incorporer des
molécules d'ADN exogenes.

Une préculture de bactéries E. coli (souche DH5a) a été réalisée dans 5 ml de milieu
LB et conduite pendant une nuit a 37 °C sous agitation. 1 ml a été prélevé et mis en culture
dans 100 ml de milieu LB pendant 2 h environ a 37 °C. Les bactéries ont été alors en phase
exponentielle de croissance. Lorsque la DOg était entre 0,3 et 0,8 max (idéal entre 0,5 et
0,6), les bactéries ont été placées 15 mn a 4 °C. La culture a ensuite été centrifugée a 4 °C
pendant 20 mn a 3000 trs/min. Apres élimination du milieu LB, les bactéries ont été remises
en suspension dans 50 ml d’une solution de CaCl, 100 mM froid puis laissées 20 mn sur
glace. La solution de CaCl, perméabilise les membranes bactériennes. Elles ont été
centrifugées 20 mn a 3000 trs/min. Le culot a été remis en suspension dans 1 ml d’une
solution de CaCl, 100 mM froid et mis en incubation 30 min sur glace. Les bactéries ainsi
préparées sont dites compétentes. Les bactéries compétentes ont été ensuite conservées a -80

°C en ajoutant 0,35 ml de glycérol par ml de cellules.

(ii) Préparation de bactéries électrocompétentes (Souche GV3101, Invitrogen)

La souche GV3101 d'4. tumefaciens a été cultivée a 37 °C dans 250 ml de milieu LB
jusqu'a une DOgpo nm de 0,5 & 0,8. La culture a été placée 30 min dans la glace puis, apres des
centrifugations successives de 10 min a 4000 rpm, le culot bactérien obtenu a été remis en
suspension d'abord dans 250 ml d'eau froide, ensuite dans 125 ml d'eau froide, puis dans 10
ml de glycérol 10 % et finalement dans 2 a 3 ml de glycérol 10 % (annexe 3). Les bactéries

ainsi préparées peuvent étre conservées a -80 °C pendant plusieurs mois.

(iii) Transformation de bactéries compétentes par choc thermique

Les souches d'E. coli compétentes commerciales HB101 (Invitrogen) et SCS110
(Stratagene) ont été transformées par choc thermique et suivant les recommandations des
fournisseurs.
La transformation de la souche DHS5a compétentes préparées au laboratoire a également été
réalisée par choc thermique mais selon un protocole simple : les bactéries ont ét¢ doucement
décongelées puis a 40 ul ont été¢ ajoutés 4 pl de produits de ligation et le mélange a été
maintenu dans la glace pendant 30 min. Les bactéries ont ensuite été soumises a un choc
thermique de 42 °C pendant 45 sec et replacées immédiatement dans la glace pendant 2 mn.

500 pl de milieu LB ont été ajoutés aux cellules et incubés a 37 °C pendant 1 h sous agitation
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(225 rpm). Les cellules ont ensuite été étalées sur milieu LB solide sélectif (Ampicilline pour
les vecteurs pPGEMT-easy, et Kanamycine pour les vecteurs pCaK7 et pBin61). Les boites ont

été incubées une nuit a 37 °C.

(iv) Transformation d'Agrobacterium tumefaciens compétentes par électroporation

Afin d’améliorer I’efficacit¢é de transformation on peut utiliser la technique
d’¢électroporation. Cette technique consiste a utiliser de hauts voltages pour créer des pores
transitoires dans la membrane cellulaire.

La transformation d’agrobactéries compétentes (souche GV3101) a été réalisée par
¢lectroporation. Le produit de ligation (4 pl) a été mélangé a 40 ul de cellules compétentes
dans des cuves a électroporation de 4 mm sur de la glace. Une décharge électrique de 2,5 kV
(25 pFa; 200 Ohms) a été¢ appliquée a I’aide d’un électroporateur (Biorad Gene Pulser
system). Les bactéries ont été remises en suspension dans 1 ml de milieu LB et placées a 28
°C sous agitation pendant 2 a 3 h. Elles ont ensuite été étalées sur boite de Pétri contenant des
antibiotiques adéquats (LB additionné de 50 pg/ml rifampicine et de 50 pg/ml kanamycine) et

incubées 2 a 3 jours a 28 °C.

(v) Sélection des bactéries transformées

Pour sélectionner les bactéries, un géne de résistance a un antibiotique est présent sur
le vecteur. Une fois la transformation effectuée, les bactéries ont été cultivées 1 h dans 500 pl
de milieu LB afin qu’elles puissent commencer a exprimer le ou les génes de résistance
(culture d’expression). Cette étape n’est pas nécessaire dans le cas d’antibiotiques qui
empéchent juste la division cellulaire (comme c’est le cas de Iampicilline) sans tuer les
bactéries. L’étape suivante consiste a étaler les bactéries sur le milieu sélectif qui consiste en
du milieu LB agar supplémenté en antibiotique. Les bactéries sont ensuite cultivées jusqu'a
apparition des colonies. Certains vecteurs permettent 1’utilisation du criblage "blanc bleu".
Dans ce cas, de I'IPTG et du X-gal ont été incorporés au milieu de culture LB comme indiqué

en annexe 1.

2.3.6.2. Analyse et purification des clones recombinants

(i) Analyse directe par PCR
Apres transformation avec les vecteurs pGEMT-easy, pBin61 ou pCaK?7, les colonies

bactériennes ont ¢été analysées par PCR afin de vérifier la présence effective de 1'ADN
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recombinant et définir son sens d'insertion. Ainsi pour chaque clone, un cure-dent stérile a été
utilisé pour prélever et transférer a la fois sur milieu sélectif (solide ou liquide) et dans un
milieu réactionnel de PCR. La réaction de PCR a donc été directement effectuée en utilisant
I’ADN bactérien comme matrice. Un couple d'amorces spécifiques de I'ADN recombinant ou
la combinaison d'une amorce spécifique du plasmide et d'une amorce a l'intérieur de I'ADN

intégré a été utilisé pour 'amplification.

(ii) Analyse par digestion enzymatique

L'analyse des clones recombinants par la technique de digestion enzymatique nécessite
de disposer d'ADN plasmidique suffisamment pur. L'obtention d'un tel ADN passe par la
preparation de petites quantités d'ADN plasmidique et la purification.

Mini-préparation de plasmide : 1,5 ml de milieu liquide LB sélectif a été¢ ensemencé
avec une colonie recombinante et incubé pendant une nuit a 37 °C sous agitation a 225 rpm.

Purification d’ADN plasmidique (midipréparation): A partir de la mini-
préparation, les bactéries ont été recueillies par centrifugation a 14 000 rpm pendant 1 mn et
I’ADN plasmidique a été extrait a I’aide du kit "QIAprep® Spin Miniprep" (Qiagen) selon les
indications du fournisseur. La séparation de la fraction plasmidique est basée sur le principe
de la lyse alcaline des bactéries qui permet une dissociation relativement aisée entre I’ADN
chromosomique bactérien et les petits plasmides de structure circulaire. De plus, la
purification est améliorée par la fixation des ADNs sur une résine échangeuse d’anions en
présence de faible concentration saline. Cette étape permet une meilleure élimination des
contaminants (ARNSs, protéines). L’ADN plasmidique a été ¢lué de la colonne a I’aide d’un
tampon salin avant d’étre précipité a 1’isopropanol.

La concentration de 'ADN extrait a été évaluée par mesure de la densité optique a 260
nm et sa pureté par le rapport des densités optiques a 260 et 280nm.

Une fois 'ADN du clone recombinant extrait et purifié, sa conformité a été vérifiée par

digestion avec les enzymes de restriction HindIll et Xbal.

(iii) Séquencage

Des mutations sont susceptibles d’apparaitre dans les séquences clonées. Elles peuvent
étre dues aux erreurs de la polymérase lors de la PCR dans le cas du clonage d’un amplicon
ou a I’exposition au UV dans le cas d’une purification sur gel. Dans tous les cas, il est

nécessaire de séquencer les clones obtenus afin de vérifier I’absence de mutations. Pour ce
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faire, les ADNSs purifiés ont été acheminés a Grenoble (France) ou les réactions de séquengage

ont été réalisées par la société "Genome Express".

2.4. Biochimie

2.4.1. Extraction et dosage de protéines de Nicotiana benthamiana

Les feuilles agro-infiltrées ou systémiques de tabac N. benthamiana ont été broyées
dans 1'azote liquide et reprises dans du tampon d'extraction (Annexe 2). Le surnageant, qui
contient les protéines totales hydrosolubles, a été récupéré a I’issue de deux centrifugations
successives de 30 min a 20 000 g a 4 °C et la quantité de protéines a été évaluée par un
dosage de Bradford (Coomassie protein assay kit, Pierce) (Bradford, 1976). A 1’aide d’un
Multiskan Ascent (Labsystems) la densité¢ optique a 595 nm a été¢ déterminée. La teneur en
protéine a été déterminée par comparaison de la densité optique a 595 nm avec une gamme

¢talon établie avec du Sérum Albumine Bovine (BSA) (Sigma).

2.4.2. Dosages de P’activité enzymatique GUS

Le dosage de l'activité glucuronidase GUS a été réalisé sur les extraits protéiques
précédemment dosés. 11 a été réalisé par fluorimétrie en présence de 1 mM du substrat MUG
(4-methylumbelliferyl-B-D-glucuronide, Sigma). Deux microlitres de chaque fraction
protéique ont été incubés a 37 °C dans 200 pl de tampon d'extraction contenant 1 mM de
substrat MUG (Sigma). La quantification de I'activité enzymatique a été effectuée a I’aide du
Fluoroskan Ascent (Labsystems) sous des longueurs d'onde d'excitation de 365 nm et
d'émission de 455 nm mesurant en fait la quantité de MU, produit fluorescent de la réaction
enzymatique, formé au cours du temps, l'appareil étant au préalable étalonné avec des
solutions de MU (Sigma) de concentration connue. Elle a été exprimée en quantité de produit

synthétisé par unité de temps et de protéine : pmol MU/mn/ug protéine.

2.4.3. Dosages ELISA (Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay)

Deux variantes du test ELISA ont été utilisées : ELISA double anticorps sandwich

directe (DAS-ELISA) et ELISA double anticorps sandwich indirect (IDAS-ELISA). Les

protocoles détaillés sont fournis en annexe 4 et 5 respectivement.
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2.4.3.1. Test ELISA double anticorps sandwich directe (DAS-
ELISA)

Cette variante a été utilisée avec les anticorps polyclonaux pour détecter le RYMV
dans les échantillons collectés et le [IYMV, virus pour lequel des anticorps monoclonaux ne
sont pas encore disponibles.

La variante ELISA double anticorps sandwich décrite par Konaté et al. (1997) a été
utilisée. L’antigéne est constitué de marqueurs protéiques situés a la surface de la protéine de
capside du virus. Il a été placé entre deux couches d’anticorps spécifiques du virus. Le
deuxiéme anticorps, identique au premier, a été conjugué a la phosphatase alcaline. L’activité
de la phosphatase alcaline est révélée par la transformation d’un substrat, la p-nitrophényl
phosphate incolore en p-nitrophénol jaune. La densité optique a 405 nm de D’activité
enzymatique a ¢ét¢ mesurée a I’aide d’un lecteur automatique de plaque de type Multiskan
Ascent (Labsystems). Elle est proportionnelle a la concentration virale dans un intervalle
donné. Les échantillons sont considérés comme positifs si les densités optiques obtenues sont
a la fois supérieures a 0,1 et a 2 fois la densité optique des témoins négatifs (BG90.2, controle

inoculé avec du tampon).

2.4.3.2. Test ELISA double anticorps sandwich indirect (IDAS-
ELISA)

Cette variante a été adoptée comme décrit par N’Guessan et al. (2000), en utilisant les
anticorps monoclonaux préparés a I’IRD et gracieusement fournit par Dr D. Fargette (IRD
Montpellier, France), pour caractériser les variants sérologiques du RYMV.

L’antigéne a été placé entre deux couches d’anticorps spécifiques du virus. L’anticorps
polyclonal RYMV-Mg produit contre un isolat malgache appartenant au sérotype Ser4 a été
utilis¢é comme le premier anticorps. Cet anticorps a été fixé sur la paroi de la plaque de
microtitration. Un anticorps monoclonal dirigé contre un épitope précis de la protéine de
capside a été utilis€ comme deuxiéme anticorps. Le tableau 5 présente la liste des anticorps
monoclonaux et leurs réactions vis-a-vis du RYMV. Le conjugué polyclonal anti-souris a été
utilisé comme troisieéme anticorps. Il s'agit d'un anticorps de lapin anti-immunoglobuline de
souris conjugué a la phosphatase alcaline. La révélation a été réalisée comme décrite dans la

variante DAS-ELISA.
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Tableau 5 : Réaction des anticorps monoclonaux utilisés pour la détermination des sérotypes

de RYMV

Anticorps monoclonaux

Sérotypes M C G E B D A
Sérotype 1 + + + + +/- - +
Sérotype 2 + + + + +/- + -

Sérotype 3 + + - + +/- + +
Sérotype 4 + + + + + + +
Sérotype 5 + + + - +/- + +

2.5. Analyses bioinformatiques

Plusieurs programmes ont ¢été utilisés au cours de nos travaux de recherches et sont
mentionnés dans les différents articles présentés dans le présent document. Dans cette
rubrique, nous présentons succinctement les différents logiciels utilisés.

Les séquences envoyées par Genome Express (Grenoble, France) sont analysées a
I’aide du paquetage Lasergene de DNASTAR qui comporte cinq programmes : 1’assemblage
des séquences en contigs a ¢été¢ réalis¢ a I’aide du programme SEQMAN en utilisant les
paramétres par défaut. EDITSEQ a servi a éditer les séquences assemblées et aussi a
rechercher les cadres ouverts de lecture (ORF). Les séquences ont été alignées par la méthode
Clustal W (Thompson et al., 1994) implémentée dans le programme MEGALIGN. Une fois
les séquences alignées, il est alors possible d’implémenter d’autres analyses. Ainsi, les sites
sous sélection positives ont été identifiés avec 1’aide des logiciels HYPHY (Pour Hypothesis
Testing Using Phylogenies) (Pond et al., 2005) et SELECTON version 2.4 (Stern-Ginossar et
al., 2007).

Les analyses phylogénétiques ont été réalisées en utilisant la méthode de maximum de
vraisemblance avec le logiciel PHYML (pour PHYlogenies by Maximum Likelihood)
(Guindon et Gascuel, 2003). Le logiciel PAUP 4.0 (pour Phylogenetic Analysis Using
Parsimony) (Swofford, 2000) a aussi ¢té utilisé dans certains cas. Les arbres phylogénétiques
générés ont ét¢ visualisés a 1’aide du logiciel Treeview. La diversité et le polymorphisme des
séquences ont été analysés a 1’aide du logiciel DnaSP version 5 (Rozas et al, 2003). Les
éveénements de recombinaison ont été recherchés avec le logiciel RDP (Martin et al., 2005).

Le programme BEAST (Bayesian evolutionary analysis by sampling trees)
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(http://beast.bio.ed.ac.uk, Drummond et Rambaut, 2007) a été utilis¢ pour les analyses
d'évolution moléculaire.

Le choix des amorces ainsi que 1’annotation des séquences permettant la détermination
de la séquence entic¢re et 1’identification des ORFs potentiels du IYMV ont été effectués en

utilisant le logiciel Vector NTI Advance 10 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
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CHAPITRE 1

Les suppresseurs de silencing : Etat des lieux et
méthodes d'identification




1.1. Introduction

Tout parasite confronté a un mécanisme de défense déploie un mécanisme de contre-
défense. Les phytovirus n’échappent pas a cette reégle. En effet, bien que la plupart des
especes veégétales possedent la machinerie cellulaire nécessaire a 1’établissement du silencing
et malgré le fait que ce mécanisme semble étre dirigé contre les virus, ces derniers sont
capables d’infecter efficacement les plantes. Les virus ont donc certainement développé des
stratégies de contournement du silencing pour parvenir a infecter leurs hotes. Plusieurs
phytovirus codent au moins un suppresseur de silencing. Actuellement, plus de 40
suppresseurs de silencing ont été identifiés chez les différents types de virus (ARN et ADN).
Ces suppresseurs de silencing appartiennent a différentes familles de virus et n’ont en général
aucune homologie de séquence entre elles. Pour la plupart, les protéines suppresseurs de
silencing ont ét¢ identifi¢es depuis longtemps comme des déterminants de pathogénie du virus
mais leur fonction n’avait pas pu étre précisée (Voinnet et al., 1999). Leur mode d’action
reste encore largement méconnu et fait ’objet d’intenses recherches de nos jours. L’article 1
(Séréme et al., 2009) fait la syntheése des suppresseurs de silencing jusqu’ici décrits. Les
différentes méthodes utilisées pour les identifier, leurs modes d’action ainsi que les motifs

impliqués dans I’inhibition du silencing y sont présentés.

1.2. Article 1: Les suppresseurs du RNA silencing des phytovirus :
Caractérisation et mode d’action (Sérémé et al., 2009. Virologie 13 : 305-316).
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Introduction

Résumé. L’extinction post-transcriptionnelle des génes ou post-transcriptional
gene silencing (PTGS) est un mécanisme fondamental de défense des plantes
contre les virus, les transgeénes et les transposons. Certains virus de plantes
sont cependant capables de contourner ce mécanisme de défense via la syn-
thése de protéines virales antagonistes appelées « suppresseurs de silencing ».
Cette stratégie, bien connue chez les virus de plantes, est également présente
chez les virus qui infectent les animaux. Ces protéines inhibent le mécanisme
d’extinction post-transcriptionnelle des génes par différentes stratégies qu’il est
possible d’analyser. Dans cette revue, nous présenterons les principales protéi-
nes « suppresseur de silencing » codées par les virus de plantes, ainsi que les
méthodes utilisées pour les identifier et caractériser leur mode d’action.

Mots clés : PTGS, suppresseurs de silencing, phytovirus, mode d’action

Abstract. RNA silencing or Post-transcriptional gene silencing (PTGS) in
plants is a fundamental defence mechanism against viruses, transgenes and
transposons. Most viruses, if not all, are able to overcome RNA-silencing
through the production of so-called “silencing suppressors” with counter-
defence ability”. This strategy is well known for plant and animal viruses.
Silencing suppressor proteins block the host RNA silencing by targeting diffe-
rent steps of the silencing pathway. In this review, we will focus on the major
silencing suppressor proteins encoded by plant viruses and on the methods
used to identify and characterize the molecular bases of silencing suppression.

Key words: PTGS, silencing suppressor, plant viruses, molecular basis of
suppression

aussi variées que la défense antivirale, le maintien
de I'intégrité du génome, le controle épigénétique ou le

Le silencing est un mécanisme ancestral trés conservé
dans I’évolution. Identifié tout d’abord chez les plantes
comme phénomeéne de « co-suppression » [1], sa véritable
mise en évidence n’a été réalisée qu’en 1998 chez le
nématode Caenorhabditis elegans [2], et son mécanisme
formellement identifié un an aprés avec la découverte des
petits ARNs [3], d’ou son nom actuel de « post transcrip-
tional gene silencing » (PTGS). Ce mécanisme existe éga-
lement chez les Ciliates [4] et le champignon ascomycéte
(Neurospora crassa) ou il est appelé quelling [5], ainsi
que chez les animaux tels que la drosophile [6] et les mam-
miferes [7] ou il est appelé ARNi (ARN interference). Il est
impliqué dans des fonctions cellulaires fondamentales

Tirés a part : C. Brugidou

Virologie, Vol. 13, n°® 6, novembre-décembre 2009

développement.

Le mécanisme en amont conduisant au silencing est activé
par des molécules d’ARN double brin (ARNdb) ou structure
secondaire de I’ARN (figure 1), et comprend deux phases
distinctes : une phase d’initiation et une phase effectrice,
comprenant elle-méme le maintien et la propagation systé-
mique du signal silencing (pour revue [8, 9]). Chez la plante
modele Arabidopsis thaliana, les ARNdb sont reconnus par
quatre paralogues appartenant a la famille des ribonucléases
de classe III appelées Dicer (ou DCL pour Dicer-like).
Les ARNdb reconnus sont clivés spécifiquement par une
des 4 enzymes Dicer en ARN duplex de 21 a 24 paires de
base. Ces enzymes, nommées DCLI1, 2, 3 et 4, possédent un
domaine de liaison a I’ARNdb [10] et produisent respective-
ment des duplex de petits ARNs de 21, 22,24 et 21 nt [11].
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Complexe RISC-siARN
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PARNm cible
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Figure 1. Mécanisme de silencing et mode d’action des suppresseurs. Le silencing est initié par la présence d’ARNdb dont les précur-
seurs sont soit d’origine endogéne (transcrits a partir du génome), soit d’origine exogene, et provenant de molécules étrangeres (transge-
nes ou transcrits viraux) sous I'action d’'une RdRp et d’'une protéine suppresseur de silencing (SGS3, suppressor of gene silencing) issue
de la plante (i). L'ARNdb est reconnu spécifiquement par Dicer qui le clive en petits duplex de 21-24 nt appelés siARNSs (ii), se dissociant
eux-mémes en ARNsb probablement sous I'action d’'une hélicase (iii). Les siARNs ainsi produits par Dicer sont pris en charge par un
complexe multiprotéique a activité nucléasique RISC contenant un membre de la famille AGO (iv). Apres assemblage, le complexe
s’apparie a la molécule d’ARN cible grace au siRNA (v), puis le dégrade spécifiquement. Pour contourner ce mécanisme, les virus utili-
sent leurs protéines suppresseurs de silencing qui interférent avec cette machinerie de défense de leurs hotes. Plusieurs suppresseurs
de silencing de virus ont été identifiés : V2 interagit avec SGS3 et la RdRp en inhibant la formation d’ARNdb, P38 se lie aux longs ARNdb
et empéche l'activité de Dicer, P6 inactive DRB4, une protéine régulatrice de DCL4. HCPro, P19 et probablement P1 se lient aux siARNs
empéchant leur incorporation dans le RISC. Quant a PO et 2b, elles interférent directement avec AGO1, PO en dégradant directement

AGO1, 2b en inhibant son activité de clivage.

L’un des deux brins du duplex produit par Dicer est alors
incorporé dans un complexe ribonucléoprotéique appelé
RISC (RNA-induced silencing complex) contenant un mem-
bre de la famille Argonaute (AGO). Selon la nature des petits
ARNSs, ce complexe ainsi formé dégrade spécifiquement les
molécules d’ARN simple brin (sb) cellulaires dont la
séquence est complémentaire aux petits ARNs, ou bien
induit la méthylation de ’ADN complémentaire (siRNA
associé a I’hétérochromatine) [8]. Chez ’humain et la dro-

sophile, I’autre brin du duplex de siARN est clivé par la
protéine AGO puis dégradé [12]. Dans le cas du silencing
contre des ARNs exogénes d’origine virale ou transgénique
chez les plantes, le signal silencing peut se propager locale-
ment (10 a 15 cellules) hors de la zone d’induction de silen-
cing. Un signal longue distance conduisant au silencing dans
les feuilles systémiques se met également en place. Ce signal
systémique est amplifi¢ par un membre de la famille des
ARNS polymérase ARN dépendante (RDR) et permet ainsi

Virologie, Vol. 13, n°® 6, novembre-décembre 2009
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un mouvement plus important a travers une succession
d’amplifications de courte distance, phénoméne qui est
aussi appelé transitivité [13-15].

Pour contrecarrer ce mécanisme de silencing et réduire
’efficacité de défense des cellules, certaines protéines des
virus et des bactéries ont acquis une fonction de suppres-
sion de silencing (d’ou leur appellation « suppresseurs de
silencing ») [16, 17]. Ces protéines, trés variées, tant par
leur séquence que par leur structure, interviennent a diffé-
rents niveaux de la cascade d’événements aboutissant a
I’extinction des génes (figure 1). Certains séquestrent les
siARNSs et empéchent leur incorporation dans le complexe
RISC ; d’autres agissent sur les enzymes et les cofacteurs
des événements de défense antivirale [14, 18, 19].

Malgré I’importance majeure du phénomeéne de silencing/
suppression de silencing dans les relations hote/pathogene,
et ’actualité du sujet due aux avancées rapides et constan-
tes dans ce domaine, il n’existe que trés peu de revues en
langue francaise traitant des suppresseurs de silencing.
Nous nous proposons ici donc de décrire, au travers
d’exemples de suppresseurs de silencing viraux agissant
chez les plantes, les principales techniques utilisées pour
mettre en évidence et caractériser le mode d’action des pro-
téines impliquées dans ce phénomeéne.

Méthodes d’identification
de la fonction de suppresseur
de silencing d’une protéine

Trois méthodes sont principalement utilisées pour mettre
en évidence la capacité d’une protéine a se comporter
comme un suppresseur de silencing (pour revue [20]).

La technique d’expression transitoire

Etablie conjointement par Llave et al. [21] et Voinnet ef al.
[22], cette méthode est facile & mettre en ceuvre et peu oné-
reuse (figure 2). Elle consiste a induire de fagon transitoire
I’extinction de I’expression dun geéne rapporteur de type
GFP (Green Fluorescent Protein) dans des plants de Nico-
tiana benthamiana préalablement transformés de fagon
stable, par introduction de ce méme gene rapporteur sous
le contréle d’un promoteur constitutif (lignée 16C, [4]).
L’extinction de ’expression du transgeéne d’intérét (GFP
dans I’exemple cité) est induite par infiltration d’une culture
d’Agrobacterium contenant une construction inductrice de
gene silencing (séquence GEP en orientation sens ou inver-
sée répétée) dans les feuilles de N. benthamiana. Le silencing
se manifeste alors par une coloration rouge sous UV au
niveau de la zone d’infiltration (extinction du transgéne rap-
porteur), alors que le reste de la feuille exprimant la protéine
GFP reste vert. Le signal silencing se propage alors a courte
distance et de facon systémique ce qui se manifeste d’abord
par un anneau rouge autour de la zone d’infiltration, puis par
une coloration rouge au niveau des feuilles systémiques non
infiltrées. L’infiltration simultanée (co-infiltration) de deux
constructions produisant la protéine suppresseur de silencing
et un signal inducteur de silencing, permet alors d’évaluer
I’effet suppresseur sur le silencing local et systémique
(figure 2). En revanche, une limite majeure reste le niveau
de sensibilité de cette approche. Certains suppresseurs de
silencing tels que les protéines 2b, P25, et P38 (tableau 1)
présentent des niveaux de suppression insuffisants pour étre
visualisés par cette technique [16]. Dans ce cas, il est néces-
saire d’utiliser des techniques alternatives pour évaluer la
fonction de suppression de silencing.

Agro-GFP

N. benthamiana 16C

N. benthamiana 16C

Silencing induit au niveau de la zone infiltrée

Agro-Sup + ( uv
Agro-P1 §;
_

Suppression locale du silencing au patch

Virologe

Figure 2. Identification de la fonction de suppresseur par la technique d’expression transitoire.
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Tableau 1. Suppresseurs de silencing de phytovirus.

Virus Protéine suppresseur Caractéristiques et mode d’action Références
Virus a ARNsb positif
Virus de la gravure du tabac (TEV) HC-Pro/P1b Liaison avec les ARNsb, réduction [25, 50, 75]
Virus Y de la pomme de terre (PVY) des petits ARNs de 21nt, interfére avec la
Virus de la mosaique jaune du navet (TYMV) méthylation des micros et des petits
Virus de a mosaique de la canne a sucre (SCMV) ARNs

Régule négativement 'accumulation

des siARNs
Virus du nanisme rabougri de la tomate (TBSV) P19 Liaison et séquestration des mi [24]
Virus de la tache annulaire du cybidium (CyRSV) et siARNs de 21 nt et blogue la
Virus italien de la tache annulaire de I'ceillet propagation du signal de silencing,
(CRSV) augmente I'accumulation des ARNs
Virus de la mosaique du concombre (CMV) 2b Bloque le signal du silencing, [54]
Virus de I'aspermie de la tomate (TAV) Interagit avec AGO et I'inhibe
Virus de la panachure jaune du riz (RYMV) P1 Nécessaire pour le mouvement du virus, [23, 24]
Virus de la marbrure du dactyle (CfMV) P1 Requise pour linfection systémique [80]
Virus des jaunisses occidentales de la betterave PO Indispensable pour la réplication virale  [51, 59]
(BWYYV) Interagit directement avec AGO1
virus du jaunissement des courges (CABYV)
Virus de la mosaique jaune de I'orge (BYMV) yb Liaison taille spécifique avec les ARNs  [29, 32]
(Virus de la mosaique striée de I'orge) (Protéines riches en cystéines)
Virus X de la pomme de terre (PVX) P25 bloque la propagation du signal [22]

de silencing
Virus de la jaunisse de la betterave (BYV) P21 Liaison et séquestration des mi [39, 42]

et siARNs de 21nt,
augmente 'accumulation des ARNs

Virus de la tristesse des agrumes (CTV) CP P20 et P23 suppriment le silencing [42]
Virus de la jaunisse nanisante de la betterave P20 intracellulaire (mais pas la CP)
(BYSV) (P22) P23 P20 et CP suppriment le silencing

intercellulaire (export du signal de
silencing), P23 : protéine de liaison

aux ARN
Virus des nervures jaunes et nécrotiques P14 Faible suppresseur de silencing [81]
de la betterave (BNYVV) Liaison avec les petits ARNs
Virus de I'enroulement de la vigne (GRL-AV) P24 Fort suppresseur de silencing [82]
Virus de la mosaique du tabac (TMV) P126 [83]
Virus de la mosaique de la tomate (ToMV) P130
Virus de la rattle du tabac (TRV) 16K Protéines riches en cystéines [84]
bloque le silencing local
Virus du clump de I'arachide (PCV) P15 Liaison siARNs de 21nt, régule [32, 38]
des ARNm cellulaires
dimérisation (Protéine riches
en cystéines)
Virus de la mosaique nécrosée du trefle RNA1+P27+ Combinaison d’ARNs et de protéines [76]
violet (RCNMV) P88+ pour supprimer le silencing
3'UTR RNA2
Virus de Pothos latent P14 Supprime le silencing sens et IR, liaison [32, 81]
avec les ARNdb (Séquestre les long
et petits ARNs sens indépendamment
de leur taille)
Virus de la mosaique du vigna (VPMV) S protein Petite protéine de capside [85]
Virus de la mosaique jaune du navet (TYMV) P69 Augmente 'accumulation des miARNs  [28]
et des ARNm de DCL1
Empéche la synthése de RDR-
dépendant ARNdb secondaires
Virus frisolé du navet (TCV) P38 Protéine de capside, cible DCL4 et DCL2 [65]
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Tableau 1. Suppresseurs de silencing de phytovirus (fin).

Virus sri-lankais de la mosaique du manioc AC4
Virus est-africain de la mosaique du manioc (CM) AC2
Virus indien de la mosaique du manioc AC2
Virus de I'enroulement apical de la betterave L2
(BCTV)

Virus de I'enroulement jaune de la tomate (Is) V2

Satellites associés au virus de I'enroulement BCH
jaune de la tomate isolat Y10 chinois

Satellite DNABO2 du virus de I'enroulement de la BC1
tomate de Java (ToLCJAV)

Virus Protéine suppresseur Caractéristiques et mode d’action Références
Virus de la mosaique du blé 19K Protéines riches en cystéines [86]
Virus A de la vigne (GVA) P10 Supprime le silencing local [82]
et systémique, liaison avec les
mi et siARNs (sb ou db)
Virus de la tache chlorotique du pommier (ACLV) P50 Supprime le silencing systémique [87]
Virus a ARNsb négatif
Virus de la maladie bronzée de la tomate (TSWV) NSs Supprime le silencing induit par une [88]
séquence sens mais pas celui induit
par des séquences répétées inversées
Virus de la feuille blanche du riz (RHBV) NS3 Liaison avec les mi et siARNs [45, 88]
Virus a ARNdb
Virus du nanisme du riz (RDV) Pns10 Supprime le silencing local et systémique [89]
Aspergillus nidulans virus virus [90]
Virus a ADNsb
Virus de I'enroulement jaune de la tomate AC2 Interagit avec I'adénosine kinase (ADK) [91]
(TYLCV) et l'inactive
Virus de I'enroulement jaune de la tomate AC2 NLS [74]
(TYLCV)
Virus africain de la mosaique du manioc AC2 Transactivateur des génes viraux [24, 72]
(ACMV) et cellulaires
Liaison avec les miARNs
Virus africain de la mosaique du manioc (CM) AC4 [92]

Interagit avec I'adénosine kinase (ADK) [91]
et l'inactive

Agit en aval de Dicer [52, 70]

Interaction directe avec SGS3

Liaison des ADNs et NLS [93]
[94]

Trois a quatre jours apres 1’agro-infiltration dans la plante
transgénique N. benthamiana 16C de I’inducteur de silen-
cing (Agro-GFP), un silencing local est déclenché ce qui
induit I’extinction de la fluorescence de la GFP sous
lumiere UV. En conséquence, du fait de la fluorescence
de la chlorophylle présente dans les feuilles, la zone infil-
trée devient rouge sous lumicre UV. La co-infiltration de
deux souches d’agrobactéries contenant I’une, le géne de
la GFP (Agro-GFP) et I’autre, le suppresseur de silencing
putatif (Agro-P1) renseigne sur la fonction de ce dernier.
Si le suppresseur candidat interfére avec le silencing, la
zone infiltrée reste vert intense. Dans le cas contraire, la
zone infiltrée vire au rouge. Agro-GFP : agrobactéries
portant le plasmide vecteur exprimant la GFP; Agro-
sup : agrobactéries portant le plasmide vecteur exprimant
la protéine P1.

Virologie, Vol. 13, n°® 6, novembre-décembre 2009

La technique dite de réversion

Cette technique repose sur I’exploitation du mécanisme
au cours duquel I’inoculation mécanique directe ou
transitée par des agrobactéries d’un virus supprime le
silencing ce qui prouve qu’il code un ou plusieurs sup-
presseurs de silencing. Elle consiste a infecter par le virus
candidat, une plante transgénique dite « silencée » pour
un gene rapporteur puis a observer la réversion du phé-
notype de silencing ([23] ; figure 3). Si I’infection virale
permet a la plante d’exprimer de nouveau le géne rappor-
teur initialement éteint, le virus code au moins un sup-
presseur de silencing [24]. L’avantage de cette technique
est qu’elle permet d’identifier des protéines dont le
pouvoir de suppression de silencing est faible. Il existe
toutefois des inconvénients : elle ne permet pas d’évaluer
I’effet des suppresseurs sur le mouvement du signal

© John Libbey Eurotext, 2010
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Plante GUS silencée
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Suppression de silencing

PVX-suppresseur candidat
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Plante GFP silencée
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Suppression de silencing

Figure 3. Identification de suppresseur de silencing par la technique de réversion. Les plantes infiltrées avec des agrobactéries porteuses
de construits exprimant la GFP ou le GUS (gene de la B-glucoronidase), induisent le silencing local et systémique. Une fois les plantes
entierement silencées pour le géne rapporteur, le virus candidat est inoculé. Si I'infection permet a la plante de restaurer 'expression de
la GFP ou de la protéine GUS, le virus code un suppresseur de silencing.

silencing. De méme, elle s’avére inefficace pour les sup-
presseurs viraux qui sont incapables d’inverser le silen-
cing comme c’est le cas de la P25 du PVX par exemple
(tableau 1), [22]. Enfin, comme la technique d’expres-
sion transitoire, cette technique est trés dépendante de
I’age de la plante et des conditions de culture. Pour
cela, il est nécessaire d’effectuer les expérimentations
en conditions contrdlées.

La technique d’expression constitutive

Elle consiste, soit a croiser une plante transgénique expri-
mant la protéine virale candidate pour la suppression du
silencing avec une plante portant un géne rapporteur
soumis au silencing [25], soit en un greffage entre un
porte-greffe portant un géne rapporteur soumis au silen-
cing et un greffon exprimant le géne rapporteur et le sup-
presseur d’intérét. En I’absence de suppresseur, le signal
de silencing venant du porte-greffe se propage dans le
greffon pour éteindre le géne rapporteur. A I’inverse, en
présence d’un suppresseur qui bloque la production, le
mouvement ou la réception du signal de silencing, le
greffon n’est pas silencé [26]. La technique de greffage
présente deux avantages : elle permet d’une part de mettre
en évidence le role des suppresseurs dans le silencing
systémique [27], et d’autre part, d’identifier les suppres-
seurs de silencing ayant une activité intercellulaire sans
activité intracellulaire. C’est le cas par exemple de la pro-
téine de capside du virus de la tristesse des agrumes (CTV,
Citrus tristeza virus) [28]. Toutefois, 1’inconvénient
majeur de cette technique est la durée et la lourdeur de

55

I’expérimentation qui nécessite a la fois la production
de plantes transgéniques et le greffage de ces plantes
entre elles.

Autres techniques d’identification
des suppresseurs

En plus des techniques classiques décrites ci-dessus, il
existe d’autres méthodes qui permettent une évaluation
préliminaire de la fonction de suppression de silencing.
11 s’agit de techniques d’expression des protéines candida-
tes en virus hétérologue, fondées soit sur I’observation de
I’intensité des symptomes, soit sur leur capacité de complé-
mentation fonctionnelle. Dans le premier cas, le suppres-
seur candidat est exprimé a partir d’un vecteur viral (cas du
PVX décrit ci-dessus). Cette construction est inoculée a des
plantes (N. benthamiana par exemple). Si la protéine testée
a une activité de suppresseur de silencing, I’infection pro-
duite sera aggravée par la présence du suppresseur, ce qui
se traduira par une sévérité accrue des symptdmes, comparé
a ceux observés en absence de la protéine candidate.
La seconde technique consiste en une complémentation
fonctionnelle d’une protéine controle ayant une activité
connue de suppression par une protéine candidate [29].
Dans ce test, ’absence de la protéine contréle suppresseur
se traduit par une baisse de la virulence et donc par I’atté-
nuation des symptomes. Ces propriétés sont restaurées
suite @ une complémentation fonctionnelle par la protéine
candidate possédant effectivement une activité de suppres-
sion de silencing (figure 4).

Virologie, Vol. 13, n°® 6, novembre-décembre 2009
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Virus-protéine candidate
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Symptomes séveres

SymptOmes sévéeres restaurés

Symptémes modérés

i

Virus-protéine suppresseur connue

Figure 4. |dentification de suppresseur de silencing par la technique de complémentation hétérologue. La suppression ou le remplacement
de la protéine inhibitrice du silencing se traduit par une baisse de la virulence et donc par I'atténuation des symptémes. Ces propriétés sont
ensuite restaurées suite a une complémentation par un suppresseur connu si la protéine candidate posséde une activité de suppression

de silencing.

Mode d’action des suppresseurs
de silencing

Les virus ont développé des mécanismes trés sophistiqués
et complexes permettant de contourner le systeme de
défense de la plante qu’est le silencing. Ces mécanismes
différent d’un virus a I’autre. En effet, les prot€ines impli-
quées dans la suppression de silencing sont variées, tant par
leur séquence que par leur structure, ce qui se traduit par
une diversité de mécanismes d’action et une diversité des
molécules ciblées [25]. Le mécanisme moléculaire de sup-
pression et les modes d’action des différents suppresseurs
de silencing ont fait I’objet de nombreuses recherches ces
dernieres années. Les suppresseurs les plus étudiés sont
présentés et regroupés en fonction de leur principal mode
d’action.

La suppression de silencing par liaison
et séquestration des petits ARNs

La liaison aux siARNs et miARNSs (pour revue voir [30])
apparait comme la stratégie de suppression de silencing la
plus répandue chez les plantes, au regard des nombreuses
protéines suppresseurs (tableau 1) montrant une affinité de
liaison a ce type de molécules [31, 32].

La protéine suppresseur type est représentée par la protéine
P19 des virus du genre Tombusvirus [24], elle est décrite
comme une protéine impliquée dans la virulence [33] et le

Virologie, Vol. 13, n°® 6, novembre-décembre 2009

mouvement a longue distance du virus [34]. La dimérisa-
tion de la protéine permet une séquestration spécifique [35]
des petits ARNdb de 21 pb et empéche ainsi leur incorpo-
ration dans le complexe RISC [36]. Le degré de cette liai-
son P19-siRNA est corrélé, in vivo, avec la sévérit¢ de
I’infection virale [37, 38].

Dans le cas de la protéine P21 du virus de la jaunisse de la
betterave (BY'V, Beet yellows Closterovirus) c’est la forma-
tion d’un octamere qui est nécessaire pour la liaison aux
petits ARNs [39, 40], la séquestration des duplex siARN
et miARN empéchant la formation du complexe RISC [31,
32, 37]. Contrairement au BY'V qui code un seul suppres-
seur de silencing, le virus de la tristesse des agrumes (CTV,
Citrus tristeza virus Closterovirus), code trois suppres-
seurs, P20, P23 et la P25 [41]. P23 est I’homologue de la
P21 du BYV, son domaine en doigt de zinc (zn finger) agi-
rait en séquestrant les siARN ce qui limiterait leur incorpo-
ration dans le complexe RISC [42]. Les protéines P20 et
P25 renforceraient I’activité de P23 et leurs actions simul-
tanées expliqueraient la forte virulence de ce virus chez les
agrumes [43]. Contrairement aux virus & ARNsb positifs
décrits ci-dessus, Les Tenuivirus sont des virus 8 ARNsb
négatif qui se répliquent a la fois dans les insectes vecteurs
et dans les plantes hotes [44]. Le virus des feuilles blanches
du riz (RHBYV, Rice hoja blanca virus) est transmis par une
sauterelle dans laquelle il se réplique avant d’étre inoculé
dans la plante hote [44]. La protéine NS3 supprime le silen-
cing par séquestration des si- et miARNS, ce qui limite leur
incorporation dans le complexe RISC [45]. Cette liaison est
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fortement dépendante de la taille des petits ARNS : elle est
100 fois plus efficace avec les petits ARNs de 21 nt com-
paré aux 24 nt.

D’autres protéines suppresseurs peuvent avoir plusieurs
modes d’action. C’est le cas de la protéine Helper Compo-
nent Proteinase (HC-Pro) des Potyvirus, une protéine mul-
tifonctionnelle requise non seulement pour la transmission
du virus par son vecteur [46], mais également pour les
mouvements de cellule a cellule et a longue distance [47],
ainsi que pour la maintenance de I’amplification du
génome viral [48]. C’est aussi le premier suppresseur de
silencing identifié¢ qui bloque aussi bien le silencing induit
par le virus que par un transgéne [25]. Plusieurs de ses
modes d’action ont été rapportés : capacité a réduire la dis-
ponibilité des petits ARNs pour la formation du complexe
RISC par séquestration des siARN et miARN de 21-22 nt
[21, 31, 37]; de facon indirecte, activation d’un suppres-
seur cellulaire rgs-CaM (regulator of gene silencing Cal-
modulin) de silencing dans la plante [49]. Enfin, régulation
négative de I’accumulation de ’ARNm codant I’ARN
polymérase ARN dépendante RDR6 impliquée notamment
dans la production de siRNA secondaires [50].

Suppression de silencing par interaction
avec les protéines de la voie du silencing

Les protéines suppresseurs interagissent aussi a différents
niveaux avec les protéines de la voie du silencing [51, 52].
La protéine 2b des Cucumovirus inhibe I’activité de la pro-
téine Argonaute 1. Elle joue un role important dans le mou-
vement local et systémique [53] et a été identifiée comme
suppresseur de silencing dans les feuilles émergentes ou
elle empécherait I’initiation du silencing ou la perception
du signal systémique du silencing [54]. Elle est cependant
incapable d’inhiber le silencing déja établi [55]. La protéine
2b et AGO1 co-localisent dans les cellules de N. bentha-
miana et co-immunoprécipitent dans des tests d’expression
transitoire dans des plants de 4. thaliana et de concombres
infectés par le CMV (Cucumber mosaic virus). La protéine
2b interagit directement avec AGO1 au niveau de son site
de clivage des ARNs inhibant ainsi cette activité [54].
La protéine 2b agirait également en se liant directement
aux siARNs [56] via un domaine NLS (signal de localisa-
tion nucléaire) généralement constitué d’une séquence
riche en résidus arginine du type ,,KRRRRR,;, lequel
serait impliqué directement dans la suppression de silen-
cing, suggérant ainsi un mode d’action dans le noyau [57].
La protéine PO des Polerovirus est un autre exemple
d’interaction avec Agol qui montre bien la diversité des
mécanismes d’interaction sur une méme cible. Cette pro-
téine de pathogénie est nécessaire a I’accumulation du virus
[58] et a été décrite comme suppresseur de silencing [59]

chez le virus de la jaunisse occidentale de la betterave
(BWYYV, Beet western yellow virus), le virus du jaunisse-
ment de la courge (CABYV, Cucurbit aphid-borne yellow
virus), le virus de I’enroulement de la pomme de terre
(PLRV, Potato leaf roll virus) et le virus de la feuille
jaune de la canne a sucre (SCYLV, Sugarcane yellow leaf
virus) [60]. En essai transitoire chez Nicotiana bentha-
miana, la protéine PO se présente comme un suppresseur
fort capable de supprimer un silencing artificiellement ini-
tié par un inducteur de type « Inverted-Repeat », indiquant
qu’elle agirait a une étape située en aval de ’activité de
RDR (RNA polymérase RNA dépendante). L’expression
transitoire ou constitutive de PO conduit a la dégradation
spécifique de la protéine AGO!1 [51] (figure 1) via une
interaction physique entre PO et AGOI1 confortant ainsi
I’hypothése selon laquelle AGO1 est la cible directe de
PO [52]. Le domaine F-box de la protéine PO jouerait un
role important dans I’interaction PO/AGO1 car il est requis
pour la suppression de silencing [61]. Ce domaine permet
de cibler spécifiquement la protéine AGO1 pour I’adresser
via le complexe E3 ubiquitine-ligase vers la voie de dégra-
dation par le protéasome 26S [51, 62].

D’autres protéines virales, suppresseurs de silencing, agis-
sent plus en amont dans la voie du silencing. La protéine
de capside (P38) des Carmovirus par exemple cible les
protéines Dicer (figure 1). Elle est indispensable pour le
mouvement local et systémique du signal silencing chez
N. benthamiana [41, 63]. Chez A. thaliana, elle a ét¢ iden-
tifiée comme éliciteur de la résistance géne-pour-gene [41]
en interagissant directement avec un facteur de transcrip-
tion de la famille des protéines NAC (Nitrogen Assimila-
tion Control) [64]. Chez le virus frisolé du navet (TCV,
Turnip crunkle virus), elle a également ¢été identifiée
comme suppresseur de silencing [36]. P38 bloque le silen-
cing local et empéche le silencing systémique en inhibant
d’abord I’activité de DCL4, puis ensuite celle de DCL2
[14, 15, 65]. Cependant, le mécanisme mis en jeu par la
protéine P38 pour inhiber DCL4 n’est pas encore connu.
De plus, bien que démontré uniquement in vitro, la protéine
P38 a aussi une activité de liaison avec les petits et longs
ARNdb [21]. Des activités similaires de suppression de
silencing associées a la protéine P38 ont été décrites chez
plusieurs autres Carmovirus [66].

La protéine P6, protéine de pathogénie du virus 8 ADNdb de
la mosaique du chou-fleur (CaMV, Cauliflower mosaic
virus), interagit avec la protéine DRB4, une protéine de régu-
lation de DCL4 et donc nécessaire pour la production des
siARNs de 21 nt par DCL4 [67]. Identifiées comme trans-
activateurs de la traduction et suppresseurs de silencing [68],
des molécules de P6 transitent également entre les comparti-
ments nucléo-cytoplasmiques. L’import nucléaire de P6 est
nécessaire pour son activité de suppresseur de silencing [69].
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Encore plus en amont dans la voie du silencing (figure 1),
la protéine V2 des Géminivirus inactive la protéine SGS3.
La protéine V2, codée par un virus a ADNsb qui se
réplique dans le noyau de 1’hdte, est également un suppres-
seur de silencing particuliérement étudié chez le virus de
I’enroulement de la tomate (TYLCV, Tomato yellow curl
leaf geminivirus) [70]. Comme la protéine 2b avec AGO1,
la protéine V2 interagit directement avec SGS3 pour inhi-
ber ses activités dans le silencing telles que la production
de ’ARNGdb, le transport du signal de silencing ou la pro-
tection de la matrice ARN pour son amplification par
RdR6 [52].

Ces quelques exemples montrent bien la diversité des
mécanismes du silencing potentiellement ciblés par les
suppresseurs viraux, et suggerent la trés grande capacité
des virus a s’adapter a leurs différents hotes en spécialisant
certaines de leurs protéines.

Suppression de silencing
par des mécanismes
multiples ou combinaison
de suppresseurs

Les suppresseurs de silencing peuvent aussi combiner
I’inhibition de protéines de la voie de silencing et la séques-
tration des petits ARNs comme cela a été¢ évoqué pour les
protéines 2b, Hc-Pro, P38 citées précédemment. La pro-
téine AC2 aussi dénommée AL2, L2, C2 ou TrAP (Tran-
scriptional Activator Protein) serait aussi une protéine de
ce type. C’est un facteur de transcription et de pathogénie
présent chez tous les Begomovirus (virus ADNsb), indis-
pensable a I’expression de génes viraux [71], et possédant
trois domaines conserves :

— a I’extrémité N terminale, un domaine basique avec un
signal de localisation nucléaire ;

— un domaine central avec un motif en doigt de zinc per-
mettant une association avec I’ADN ;

— a Iextrémité C terminal, un domaine activateur acide
[72].

Le motif en doigt de zinc et le domaine NLS sont essentiels
pour la suppression de silencing par la protéine C2 du virus
de I’enroulement jaune de la tomate (TYLCV, Tomato yel-
low leaf curl virus), [73]. La position des cystéines (et par-
fois des histidines) des protéines suppresseurs riches en
résidus cystéines est compatible avec la formation d’une
structure en doigt de zinc qui expliquerait leur capacité a
fixer les acides nucléiques, comme cela a été démontré
pour les protéines yb et P15 du BSMV et du BNYVV
[29, 59], C2 du TYLCV [74] (tableau 1), et P1b du
CVYV (Cucumber vein yellowing virus) [75]. Enfin, le
motif NLS qui inclut 4 résidus arginine ,sRRRRj3; serait
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aussi impliqué dans I’induction de nécroses chez les plantes
infectées par le TYLCV [73] (tableau 1). Le domaine
d’activation serait également nécessaire pour I’inhibition
du silencing [72].

Les suppresseurs de silencing décrits ci-dessus sont tous
capables d’inhiber de fagon individuelle le silencing.
Il existe cependant d’autres suppresseurs de silencing qui,
pris individuellement, n’ont pas cette capacité. C’est le cas
des protéines suppresseurs du virus de la mosaique nécro-
sée du trefle (RCNMYV, Red clover necrotic mosaic).
Le RCNMYV appartient au genre Diantovirus et a la famille
des Tombusviridae. C’est un virus a ARNsb positif dont le
génome est constitué¢ de deux ARNs. L’ARNI code trois
protéines (deux protéines impliquées dans la réplication
P27, P88 et la protéine de capside) et I’ARN2 code la pro-
téine de mouvement [76]. Pour supprimer le silencing, le
RCNMYV a besoin de plusieurs composants viraux dont
I’ARN viral et la réplicase. La combinaison des protéines
P27, P88 et I’extrémité 3’ non traduite de I’ARN2 sont
nécessaires pour supprimer le silencing [77]. Pour se répli-
quer, le RCNMYV inhiberait 1’activité des protéines DCL
impliquées dans la biosynthése des si- et miARNs [78].

De cet inventaire, il ressort que les protéines suppresseurs
de silencing sont pour la plupart multifonctionnelles et tres
différentes tant par leur séquence que par leur structure.
Leur mode d’action est aussi trés variable et intervient a
différents niveaux de la voie de silencing. Cette variabilité
fonctionnelle existe également au niveau intraspécifique
comme cela a été montré pour la protéine P1 du Rice yellow
mottle virus [24, 79]. La caractéristique commune a la plu-
part de ces protéines suppresseurs est qu’elles sont des
déterminants de la pathogénie et de la gamme d’hote.
Des activités de suppression ont été identifiées aussi bien
chez des protéines de fonction structurale pour les capsides
(CP) que chez des protéines impliquées dans d’autres
fonctions virales, telles les protéines de mouvement, les
réplicases et les activateurs de la transcription. Les protéi-
nes suppresseurs ciblent principalement les étapes clés de
la voie de silencing (i.e DCL, production d’ARN double
brin, AGO1). Certaines ont développé plusieurs activités
ciblant différentes étapes de cette voie comme les protéi-
nes P38, HC-Pro, et 2b. De ce fait, les protéines suppres-
seurs de silencing apparaissent aussi multifonctionnelles
de part I’inhibition du mécanisme de silencing, confir-
mant ainsi le réle fondamental du silencing dans 1’inter-
action entre le virus et son hote. Ainsi récemment, il a été
montré que la protéine P1 du RYMV est a la fois suppres-
seur de silencing et stimulateur du mouvement du signal
silencing suggérant ainsi le réle de ces protéines dans
le contréle de I’infection en maintenant un niveau de
réplication compatible avec la survie de I’hdte et la
multiplication [79].
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Conclusion et perspectives

Depuis plusieurs années, des études ont permis d’identifier
et de caractériser des protéines suppresseurs de silencing a
partir des virus de plantes @ ADN et a ARN. Cette caracté-
ristique commune a presque tous les phytovirus, est égale-
ment présente chez les virus infectant des animaux. Les
protéines suppresseurs de silencing sont pour la plupart
des protéines multifonctionnelles qui agissent a différents
niveaux de la cascade d’événements conduisant au silen-
cing, une méme protéine pouvant parfois agir a différents
niveaux. Cette similitude de fonction de la suppression
virale chez les plantes et les animaux traduit le caractere
ancestral du silencing comme mécanisme de défense.
Cependant, pour la plupart, les bases moléculaires de la
suppression de silencing ainsi que leur régulation demeurent
encore inconnues. L’identification des différents acteurs
intervenant dans le processus de silencing permettra de
mieux comprendre les mécanismes de défense de la plante
ainsi que les mécanismes de contre-défense mis en place par
le virus via I’expression de protéine suppresseur de silencing.
Comme les suppresseurs sont souvent des déterminants de la
pathogénie des virus, il serait intéressant de déterminer I’effet
des suppresseurs sur la sensibilité, la tolérance et la durabilité
de la résistance des plantes aux virus. Aussi, la plupart des
études menées en vue de I’identification et de la caractérisa-
tion des suppresseurs de silencing I’ont été dans des modeles
ne correspondant pas a I’hdte naturel des virus. Or, il semble
y avoir une spécificité d’héte dans le mécanisme de silen-
cing. En effet, I’isolat Ci63 de la Cote d’Ivoire du virus
RYMYV est un suppresseur fort sur le riz mais apparait faible
sur le tabac (C. Siré résultat non publi¢). C’est aussi le cas de
I’isolat de Madagascar (Mgl, [79]). Forte de ce constat,
I’étude des suppresseurs dans I’hdte naturel devrait permettre
de mieux comprendre leurs modes d’action et leurs roles au
cours de I’infection. Enfin, il importe d’explorer comment
des facteurs environnementaux tels que la lumiére et la tem-
pérature affectent le silencing et sa suppression et I’expres-
sion des symptomes induits par les infections virales.
La réponse a toutes ces questions contribuera certainement
a un meilleur contrdle des maladies virales.

Nous remercions Martine Bangratz-Reyser, Moumouni
Konaté et Frangois-Xavier Gillet pour la relecture du
document. Drissa Sérémé a bénéficié d’une bourse de
thése du Département Soutien et Formation de I’IRD.
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Caractérisation biologique et moléculaire d’un nouveau
sobémovirus au Burkina Faso (Afrique de I’Ouest)

~

)




2.1. Introduction

Les virus sont présents chez tous les étres vivants, des archaebactéries aux eucaryotes.
Ils ont des impacts considérables sur le fonctionnement des €cosystémes et sur la santé
humaine. Les virus de plantes infectent la quasi-totalité des cultures dans les écosystémes tres
variés. De nouveaux virus sont constamment mis en évidence chez les plantes cultivées et
constituent des menaces importantes pour 1’agriculture. Ces virus évoluent au fil du temps a la
faveur d’une perturbation de 1’écosystéme notamment 1’introduction de nouvelles espéces et
des changements dans les pratiques culturales, de telle sorte qu’un virus ne causant pas de
dommages sur les cultures peut devenir un probléme majeur. L’émergence de ces virus est
liée a différents facteurs parmi lesquels on peut citer I’introduction de variétés inadaptées aux
conditions agro-écologique et les modifications des pratiques culturales qui favorisent le
transfert des pathogénes des plantes sauvages aux plantes cultivées notamment les céréales
(Anderson et al., 2004). Les plantes sauvages constituent des hotes alternatifs qui jouent un
réle important dans 1’émergence et la propagation des virus. Au regard de ces observations, la
prospection, 1’identification et la caractérisation de nouveaux virus est une nécessité pour
contrecarrer d’éventuelles épidémies. En effet, la mise au point de toute lutte efficace est
basée sur la connaissance de 1’agent pathogeéne responsable. C’est pourquoi, comme indiqué
dans D’article 2, nous avons réalisé¢ des prospections dans plusieurs régions du Burkina Faso
afin d’identifier les virus potentiellement capables d’infecter aussi bien les graminées
sauvages que les plantes cultivées. Au cours de ces prospections, des plants d’/mperata
cylindrica et de mais ont été observés avec des symptdmes de panachure jaune. Nos travaux
ont ainsi permis d’identifier I’agent pathogene responsable des symptomes observés sur les
deux especes végétales. L'utilisation de technique originale combinant des adaptateurs et des
amorces spécifiques (Annexe 6) a permis d'amplifier et de séquencer le génome entier de ce
pathogene et de le classer par rapport aux autres virus. Il s’agit d’un virus & ARNsb positif
d’environ 32 nm de diamétre. Il est mécaniquement transmissible mais n’est pas transmis par
les semences et appartient au genre Sobemovirus. Les résultats détaillés sur la caractérisation

biologique et moléculaire du nouveau virus sont présentés dans 1’article 2.
2.2. Article 2 : Biological and molecular characterization of a putative new sobemovirus

infecting Imperata cylindrica and maize in Africa (Sérémé et al., 2008a. Archives of Virology

153 : 1813-1820).
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Abstract A new virus was isolated from both the grass
Imperata cylindrica and maize plants that had yellow
mottle symptoms in Burkina Faso, West Africa. The virus
has isometric particles ca. 32 nm in diameter. The exper-
imental host range was restricted to Rottboellia exaltata.
Virions were isolated from leaves of systemically infected
maize plants. Koch’s postulates were completed by
mechanically inoculating uninfected Imperata or maize
with either purified virus or sap from infected Imperata
plants. Virion preparations were used to produce a specific
polyclonal antiserum, and an enzyme-linked immunosor-
bent assay test was set up. The full genome of the virus was
sequenced, and it comprised 4,547 nucleotides. Phyloge-
netic studies indicated that the virus is closely related to
rice yellow mottle virus, a sobemovirus that infects mon-
ocotyledons in Africa, and is more distantly related to
cocksfoot mottle virus, another sobemovirus that infects
monocotyledons. Although the virus can infect R. exaltata
experimentally, it differs from Rottboellia yellow mottle

The sequence presented in this paper has been submitted to the DDBJ/
EMBL/GenBank database and assigned accession number
AM990928.
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virus, a member of a tentative species of the genus Sob-
emovirus that also infects monocotyledons in Africa.
Particle morphology, serological properties, genomic
organization, and phylogenetic analysis are all consistent
with assignment of the new virus to the genus Sobemovi-
rus. The name Imperata yellow mottle virus is proposed.

Introduction

In recent decades, plant viruses that originated in wild
grasses or other wild plants have become increasingly
important throughout the world because of their substantial
impact on agricultural production. Several of the most
damaging plant viruses that can cause epidemics occur in
the tropics. Some of them have emerged in Africa, such as
rice yellow mottle virus (RYMYV), cassava mosaic gemin-
iviruses (CMGs), maize streak virus (MSV), and banana
streak virus (BSV) [8]. RYMV is a member of the genus
Sobemovirus [15], which was first reported in 1966 in
Kenya [3]. Characterized as emergent [2], RYMV causes
one of the most damaging diseases in rice in Africa. Its
variability in several countries of Africa has been studied
[9]. Of the 15 viruses known to affect rice [13, 19], only
rice stripe necrosis virus (RSNV) and RYMV occur in
Africa [14]. Several viruses affect maize in Africa, and
MSV (genus Mastrevirus, family Geminiviridae) is the
most important one reported in tropical Africa [27] because
it causes a major constraint on maize production in Africa
[S].

The emergence of these viruses is associated with a
range of causal factors. These factors include changes in
agricultural practices that favor the transfer of pathogens
from wild grasses to cultivated plants such as cereals [2, 8],
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which means that the extensive growth of grasses is one of
the risk factors leading to the emergence of plant viruses.

Indeed, wild grasses ensure host continuity in time and
space, which facilitates virus spread. In order to identify
potential viruses that are able to infect species of wild
Poaceae, surveys were conducted in several regions of
Burkina Faso in 2000. Imperata cylindrica and maize
plants with yellow mottle symptoms were observed in rice
and maize fields, respectively. Investigations were then
done to determine the causal agent of this disease. I. cyl-
indrica is a perennial grass originating from Southeast
Asia. Maize is one of the most important food crops of
Sub-Saharan Africa. After performing inoculation studies
in Imperata and maize, a virus was suspected to be
responsible for the yellowing and mottling observed in
these plants, and an isometric virus with similar size and
symptoms as sobemoviruses was indeed isolated from
symptomatic Imperata and maize plants [21]. Here, we
report the purification, serological relationships and infor-
mation on the biological properties of this new virus. We
also report the sequencing of the complete viral genome
and compare its sequence to those of other sobemoviruses.
This virus is the tenth fully sequenced sobemovirus and the
third sobemovirus that infects monocotyledons in Africa.
We propose the name Imperata yellow mottle virus for this
novel sobemovirus.

Materials and methods
Virus source and propagation

The original isolates were collected in 2000 from naturally
infected 1. cylindrica plants in rice fields in the south-
western region of Burkina Faso (West Africa). Infected
Imperata leaves were ground in 0.01 M potassium phos-
phate buffer (pH 7.0) containing carborundum powder (600
mesh). The extract was rubbed onto the leaves of test
plants. Inoculated plants were kept in an insect-proof
greenhouse at 25-30°C at a relative humidity of 80-90%.
To identify the natural host range of Imperata yellow
mottle virus (IYMV), a survey was conducted in the
southwest region of Burkina Faso. Fifty leaf samples with
symptoms of mosaic, mottling, or necrosis were collected
from I cylindrica, rice, maize, sorghum plants, and wild
grasses.

To determine the experimental host range, young I
cylindrica leaves showing severe symptoms were ground in
0.01 M potassium phosphate buffer (pH 7.0, 1 g tissue to
5 ml buffer), and the extract was used to mechanically
inoculate the surface of carborundum-dusted leaves of test
plants. Twenty plants, of seven species belonging to the
Poaceae family, were inoculated as described above. The
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seven species included Zea mays, Sorghum bicolor, Pen-
nisetum glaucum, Oryza sativa, and three wild grass
species (R. exaltata, Oryza longistaminata, and Echino-
chloa colona). All plants were grown in 1-1 plastic buckets,
maintained in an insect-proof greenhouse, and observed for
symptom development. In order to reproduce disease
symptoms, I. cylindrica plantlets were also mechanically
inoculated with extracts from infected test plants and/or
field-infected Imperata plants. Inoculated leaves as well as
leaves that emerged after inoculation were tested by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 3-6 weeks
post-inoculation. The mean absorbance value from healthy
controls plus three times the standard deviation was taken
as the negative-positive threshold. The presence of virus in
symptomless test plants was evaluated by back-inoculation
to maize (var. FBC6).

Seed transmission

Seed transmission of [YMV was tested in seed batches
collected from mechanically inoculated maize plants (var.
FBC6). Infected plants were identified by the symptoms
that developed and/or by ELISA. The plants were then kept
until seed maturation, and collected seeds were sown in
steam-sterilized soil after drying at room temperature.
Seeds collected from uninfected plants were used as con-
trols. Six weeks after sowing, seedlings were tested for
IYMV. One hundred seedlings were grown, observed daily
for IYMV symptoms, and assayed by ELISA.

Virus purification and viral RNA extraction

Virus was maintained in the susceptible maize cultivar
(var. FBC6) by mechanical inoculation as described above.
Leaves showing typical yellow mottle symptoms were
harvested 4 weeks after inoculation and used to purify
IYMV using the protocol developed by Bakker [3] for
RYMV. Virus concentration was estimated by spectro-
photometry, assuming an extinction coefficient of E (0.1%,
260 nm) = 6.5, based on the value calculated for RYMV
(Sobemovirus) particles [3]. Viral RNA was extracted from
100 pl of purified virions at 16 mg/ml. The RNeasy Plant
Mini kit (QIAGEN) was used following the manufacturer’s
instructions, and RNA was kept at —20°C.

In vitro properties

The thermal inactivation point was tested by loading sap
extracts from Imperata leaves into thin-walled tubes in a
water bath at various temperatures for 10 min. To test
aging in vitro, the infectivity of sap kept at room temper-
ature (29°C) was determined every other day for 2 weeks.
Ten young plants were inoculated with the sap. The [YMV
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particles recovered from the final ultracentrifugation pellet
were negatively stained with an aqueous solution of 2% (w/
v) uranyl acetate. A JEOL electron microscope model
100CX II, JEOL, Tokyo, Japan) was used at a magnifi-
cation of ca. 14,000x to examine virion preparations.

Antiserum production and serological test

Antiserum to IYMV was obtained from a rabbit immunized
with purified [YMV. A volume of 0.5 ml of freshly purified
IYMV suspension at a concentration of 1 mg/ml was
emulsified with 0.5 ml of Freund’s incomplete adjuvant
and used to immunize a rabbit. Four weekly intramuscular
injections of virus preparation were given, alternately using
left and right thigh muscles. One week after the fourth
injection, the rabbit was bled, and the serum was collected
and stored at —20°C. Tests with polyclonal antibodies were
conducted in Indirect Antigen-Coated Plate-ELISA (IACP-
ELISA) as described by Clark and Adams [7]. Absorbances
at 405 nm were read using a Metertech Y 960 microplate
reader.

cDNA synthesis, cloning and sequencing

First-strand cDNA was synthesized with the reverse trans-
criptase polymerase chain reaction (First-strand RT-PCR
kit, Stratagene Ltd) following the manufacturer’s instruc-
tions, with 10 pl of RNA in a 50-pl volume and using the
degenerate primer sobsg 5'-RTCNCCCATNGCDATRCA
CCA-3'. For the PCR step, a combination of sobg and the
forward degenerate primer sob, 5-CCNTCNAARCCNG
GNATGGG-3’' was used. The primers were designed to
amplify the conserved sobemovirus polymerase region [22].

713

686 "
! ! P2a: 65.8 kDa B S

This primer pair generated ca. 340-bp products that were
sequenced in both directions. The sequence obtained was
356 nt long.

The small RNA-cloning protocol developed by Chappell
et al. [6] was modified to sequence the remaining part of
the IYMV genome on the 5’ and 3’ sides of the 356-nt
fragment. Briefly, 200 pmol of a 5 adapter (5-TGGG
AATTCCTCACTrArArA-3") and 200 pmol of a 3’ adapter
(5'-PrUrUr'UCTATCCATGGACTGTidT-3') were ligated
independently to purified virus RNA using T4 RNA ligase,
in accordance with the manufacturer’s instructions
(Promega). Ligated RNA was reverse transcribed with the
Stratascript reverse transcription kit (Stratagene). The RT
reaction on the 5’ side of the 356-nt fragment was per-
formed with the 5" adapter-ligated RNA using SDRiymv
designed from the known sequence. A primer designed to
anneal to the 3’ adapter was used to perform RT tran-
scription from the 3’ adapter-ligated RNA. For the 5 end,
PCR amplification reactions were performed using
5" adapter forward primer (5'-CATGGGAATTCCTCACT
AAA-3) in combination with reverse IYMV-specific
primers SDRiymv, SDR2iymv, SDR3iymv, SDR4iymv,
and SDRS5iymv. In total, five consecutive experiments were
necessary to amplify overlapping fragments A, B, C, D,
and E (Fig. 1). The 3’-end PCR amplifications were per-
formed using forward I'YMV-specific primers SDFiymv,
SDF2iymv, and SDF3iymv in combination with a
3’ adapter-reverse primer (5-TACAGTGAATTCATA
GAAA-3). Each amplification generated one of the over-
lapping fragments G, H and I (Fig. 1). The amplification
products were analyzed by electrophoresis in a 1% agarose
gel. The predicted PCR fragments were excised from
agarose gels using the Geneclean Turbo Kit (BIO 101

2509 3560 4381

l CP : 29.1 kDa

ORF1 Pro  ORF2a VP

H(X;,D(X,) TXXGWSG

2176

A

Fig. 1 Organization of the IYMV genome, together with the RT-
PCR products (A-I) generated by the different primer combinations,
is indicated. Grey rectangles indicate the open reading frames (ORFs)
predicted for the IYMV RNA. The name and deduced size of the
ORF1 to ORF4 gene products are indicated (P/ protein coded by
ORF1, P2a protein coded by ORF2a, P2b protein coded by ORF2b,
CP putative coat protein). The nucleotide position at the beginning
and end of each ORF is indicated. Important motifs in the genome and

ORF4

P2b: 59.6 kDa

4547

T(X3)N(X19)GDD 3768

F

coded proteins are shown, e.g., consensus sequences for protease
(Pro), VPg in ORF2a, and RdRp in ORF2b. The locations of putative
VPg cleavage sites are shown as vertical lines in the coding region,
above which the peptide sequence at each site (E/S, Q/S) is indicated.
Conserved motifs characteristic of a putative protease (H(X3;)
D(X452)TXXGWSG), VPg (WGD) and RdRp (T(X;3)N(X;0)GDD) are
indicated
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Systems, Qbiogene, Carlsbad, CA, USA), cloned into the
pGEM-T-Easy vector (Promega, Madison, WI, USA) fol-
lowing the manufacturer’s instructions, and sequenced on
an Applied Biosystems 373A sequencer.

Recombination and phylogenetic analyses of viral
sequences

Viral sequences were analyzed and assembled using the
VECTOR NTI Advance 10 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) program. Multiple sequence alignments and pairwise
comparisons were done by CLUSTAL W with default
parameters [24]. Potential recombinant sequences, likely
parental sequences, and possible recombination break
points were determined using a nucleotide substitution
distribution method implemented in RDP3, as well as
methods embedded in RDP3 (GENECONV, MAXIMUM
CHI SQUARE, CHIMAERA METHOD, SISTER SCAN,
3SEQ) [17]. Phylogenetic trees were reconstructed by the
maximum-likelihood method implemented in PHYML [10]
using the HKY model with a gamma shape parameter.
Potato leafroll virus (PLRV), whose sequence is known to
be the most closely related to those of the sobemoviruses
[22], was used as an outgroup. Bootstrap evaluation of the
branching pattern was performed with 500 replicates. The
tree was viewed with the help of TREEVIEW.

Open reading frames (ORFs) were identified using the
ORF search feature within EditSeq (DNASTAR). The
parameters were set at a minimum of 50 codons with
“ATG” as the start codon, and each candidate ORF was
translated. Complete genome sequences of the sobemovi-
ruses used in this study were downloaded from EMBL.

Results and discussion
Symptoms and host range
Natural host search

Field-infected I. cylindrica plants showed yellow discol-
ouration, mottling of leaves, and stunting. Vegetatively
propagated uninfected I. cylindrica were inoculated with
IYMV virions isolated from infected Imperata. The
symptoms that developed on these mechanically inoculated
plants were similar to those observed on the original, nat-
urally infected Imperata plants. IYMV detection was
confirmed by ELISA. Field leaf samples collected during
the survey were tested by ELISA. Nine of 14 samples from
I. cylindrica and two of four samples from maize reacted
positively with antiserum to IYMV (Table 1). Back-inoc-
ulation to I. cylindrica and maize reproduced the yellow
mottle symptoms. Regarding the plants negative in ELISA,
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Table 1 Results of the surveys and detection of IYMV in the sam-
ples by ELISA

Host species (Poaceae)  Symptoms ELISA detection
Andropogon gayanus Chlorotic 0/3*
Brachiara lata Mottle 0/1
Echinochloa colona Yellow mosaic 0/1
Eleusine indica Mottle 02
Imperata cylindrica Mottle, streak 9/14
Oryza longistaminata Mottle, necrotic 0/3
Panicum infestum Streak 0/2

Paspallum Yellow mosaic, necrotic  0/2
scrobiculatum

Pennisetum pedicellatum Mottle 0/1

Rottboellia exaltata Mottle, streak 0/13

Setaria barbata Yellow mosaic 0/3

Sorghum bicolor Mottle + mosaic 0/1

Zea mays Mottle 2/4

* Number of samples detected positive/number of samples collected
during the survey

back-inoculation assays to maize and to 1. cylindrica failed
to induce symptoms. The disease was most severe in nat-
urally infected Imperata in fields at Karfiguela, a village
located in the southwestern region of Burkina Faso. It is not
presently known if the virus occurs elsewhere in Africa.
However, typical symptoms of yellowing and mottling
were observed on Imperata sp. in Mali, Burkina Faso, and
Togo [26]. Because RYMV was not detected by ELISA
and is not transmissible to Imperata sp. [1], the yellowing
and mottling observed in Imperata sp. in these countries
may be due to infection with [YMV.

Experimental host range

Transmission of virus from 1. cylindrica plants to the Po-
aceae host plants listed above resulted in typical symptoms
of IYMV only in maize (16/20 varieties) and R. exaltata
(20/20 plants) (Table 2). Symptoms in seedlings consisted
of small yellow spots at the base of the youngest leaves and
were observed 11 days and 12-30 days post-inoculation in
R. exaltata and maize, respectively. Symptomatic areas
later became elongated and occurred parallel to the veins
(Fig. 2), and virus multiplication was confirmed by ELISA.
No symptoms were observed in the other inoculated spe-
cies: sorghum, millet, Oryza sp, and Echinochloa colona.
Back-inoculation assays to maize failed to induce symp-
toms. Indirect antigen coat plate ELISA did not detect
IYMV in these plants.

L. cylindrica and maize are the natural hosts of [YMV,
and R. exaltata can be infected experimentally. This nar-
row host range is typical of sobemoviruses. Severe
symptoms developed on experimentally infected maize in
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Table 2 Response of test plants to inoculation with Imperata yellow mottle virus isolates

Host species

No. of plants
tested

Symptoms

No. of plants and (varieties)

with symptoms

Symptom types

ELISA detection

Crops

Oryza sativa 140 0/140 (0/7) - 0/7 varieties
Pennisetum glaucom 200 0/200 (0/10) - 0/10 varieties
Sorghum bicolor 260 0/260 (0/13) - 0/13 varieties
Zea mays 400 320/400 (16/20) mo, nc, st 16/20 varieties
Grasses

Oryza longistaminata 20 0/20 - 0/20 plants
Echinochloa colona 20 0/20 0/20 plants
Rottboellia exaltata 20 20/20 mo, st 20/20 plants

mo Mottle, nc necrotic, st streak

Fig. 2 Maize leaf infected mechanically with IYMV (left) showing
yellow mottle symptoms, compare with symptomless control leaves
(right)

16 out of 20 highly susceptible maize varieties. [YMV
could therefore be a potential threat to maize and may lead
to the emergence of disease. Because 1. cylindrica is a
perennial grass, it may play a major role in [YMV survival
and perpetuation in nature.

Seed transmission

No visible symptoms were observed in maize seedlings
grown from seeds harvested from mechanically infected
maize. None of the seedlings were infected with [YMV, as
determined by ELISA, up to 6 weeks after germination.
These results suggest that the virus is not seed-transmitted
in maize, which is the usual indicator host. Consistently, all
sobemoviruses that infect monocotyledons, i.e., RYMV,
cocksfoot mottle virus (CfMV), ryegrass mottle virus
(RGMoV) and IYMYV, are not seed-transmitted.

67

In vitro properties

Sap heated to 35°C for 10 min was infective but lost most
of its infectivity at 55°C and was non-infectious at 60°C.
These results indicate a thermal inactivation point of 55—
60°C. The infectivity of sap was greatly reduced after 2—
3 days and was lost after 6 days.

Purification

Using the isolation procedures described above, highly
purified virions were obtained from leaves of mechanically
inoculated maize (var. FBC6) plants. The yield of purified
virus was about 0.1 mg/g of infected maize leaf tissue. The
Assolago ratio was 1.5, similar to the Ajgp/rgo ratio of
RYMV [3]. In electron microscopy, spherical isometric
particles ca. 32 nm in diameter were observed in nega-
tively stained samples from purified IYMV preparations
(data not shown).

Serological properties

In ELISA tests, the reactions with IYMV antiserum were
highly specific and efficient in detecting the virus, even
when infected plant material was used at a dilution of 1/10
and the antiserum was used at a 1/6,400 dilution. Average
TIACP-ELISA values (ODy4s) of samples from naturally
infected 1. cylindrica and mechanically inoculated maize
diluted 1:10 were 0.8 & 0.06 and 0.75 £ 0.04, respec-
tively. The antiserum did not cross-react with extracts from
plants infected with RYMV. Conversely, purified [YMV
(16 mg/ml) was not detected with RYMV antiserum in
ELISA tests. Serological detection and identification of
IYMV were very specific. This specificity will be useful in
further epidemiological studies and the search for [IYMV
vectors.

@ Springer


SEREME
Zone de texte
67



1818

D. Sérémé et al.

Sequence analysis and genomic organization

An RT-PCR-based stepwise strategy was used to sequence
and characterize [YMV. The genomic RNA of IYMV was
4,547 nt long with a base composition of 22.9% A, 23.4%
U, 26.6% C, and 27.1% G. The G + C content was
53.7%. The genomic RNA contained four ORFs (Fig. 1)
flanked by 5 and 3’-untranslated sequences of 44 and
166 nt, respectively. The genome organization and several
amino acid motifs were typical of sobemoviruses. BLAST
searches with the full genome of IYMV revealed matches
with several members of the genus Sobemovirus. IYMV
was most closely related to RYMV. IYMV ORF 1 (45-
686 nt) encodes a predicted 24.1-kDa protein of 213
amino acids. ORF 1 and 2 of IYMV are separated by an
intergenic region of 26 nt. IYMV ORF2 encodes the
putative central polyprotein and has two overlapping
ORFs. ORF2a, located between nt positions 713 and
2,509, encodes a predicted serine protease and a viral
genome-linked protein (VPg). It included the two motifs
H(X3)D(Xg) TXXGWSG and WGD (1,868-1,876 nt)
together with D- and E-rich sequences, characteristic of
serine proteases and of VPgs, respectively [22]. The
putative cleavage sites of [YMV VPg were suggested to be
E322/S323 and Q418/S419 based on similarity with
RYMV VPg [12]. IYMV ORF2b (2,176-3,768 nt)
encodes the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp).
The T(X5)N(X;9)GDD motif [4] was identified. The con-
sensus signal for a —1 nt frameshift was found at the
beginning of the overlapping region between ORF2a and
ORF2b. The heptanucleotide UUUAAAC (2,062-
2,068 nt) with a predicted 29-nt-long stem-loop struc-
ture 7 nt downstream from the heptamer was identified.
The conserved nucleotide motif ACAAA (3,379-3,383 nt)
was also found in the putative transcription site of the
subgenomic RNA. ORF4 (3,560-4,381 nt) of IYMV
overlaps with ORF2b by 208 nucleotides and encodes a
putative coat protein (CP) of 29.1 kDa with 173 amino
acids. The presence of the motif ACAAA, characteristic of
a putative site of the subgenomic RNA, suggests that
IYMV CP is expressed through a subgenomic RNA. The
structure of the IYMV capsid would thus be similar to that
of other sobemoviruses. The residues involved in calcium
binding [20] are conserved in the IYMV coat protein
sequence; they correspond to D139, D142, N252, and
V197. Like the RYMV capsid, the N-terminal arm of the
C subunit of the IYMV capsid likely extends to the B
subunit without making a “U turn”. That is because the
motif PGP in the junction [20] and the arginine of the
helix alpha-A [23] involved in this conformation are par-
tially and strictly conserved at positions 60-62 and 100,
respectively. The residues at positions 70, 114, 115, 190,
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Table 3 Amino acid identities (in %) between IYMV ORFs and
those of other sobemoviruses

Virus ORF1 ORF2a ORF2b ORF4
CtMV 17.4 33.8 57.6 30.8
LTSV 6.5 235 449 21.7
RGMoV 39 21.3 48.2 19.9
RYMV 7.9 39.1 61.9 43.5
SBMV 6.5 24.6 45.6 24.3
SCMoV 6.5 229 51.9 23
SeMV 12.1 224 49.8 232
SCPMV 6.6 253 41.2 225
TRoV 8.2 22.1 47.7 21.9

and 209 in RYMV CP are recognized by anti-RYMV
antibodies [11]. Interestingly, the amino acids located in
these positions are not conserved between [YMV and
RYMYV, explaining the absence of cross-reactivity
between the IYMV and RYMYV antibodies.

To assess the degree of amino acid sequence identity in
different genome regions, pair-wise distance comparisons
were calculated between the different coding regions of
IYMV and those of the other sobemoviruses. Their iden-
tities (%) are shown in Table 3. The amino acid sequence
of the [YMV ORF1 protein shows less than 20% identity
with the homologous sobemovirus proteins. According to
this ORF, IYMV was most closely related to CfMV (17.4%
identity). The IYMV ORF2a amino acid sequence is more
closely related to that of RYMV, with 39.1% identity. The
IYMV ORF2b shares a higher sequence identity with
ORF2b of RYMV (61.9%) and CfMV (57.6%) than with
that of the other sobemoviruses. The coat protein gene
(ORF4) of IYMYV is most closely related to the RYMV
ORF4 (43.5%) and, to a lesser extent, to those of other
monocotyledon-infecting viruses. Altogether, whatever the
OREF considered, [YMV is most closely related to mono-
cotyledon-infecting sobemoviruses.

Guidelines for demarcation of virus species cannot be
defined exactly and have to be established for each virus
genus or family [28]. Nucleotide identity shared between
IYMV and RYMYV (56.5%), the virus most closely related
to IYMV, was lower than that between southern bean
mosaic virus (SBMV) and Sesbania mosaic virus (SeMV)
(71.5%) the two most closely related sobemoviruses, and
also lower than that between Lucerne transient streak virus
(LTSV) and subterranean clover mottle virus (SCMoV),
another pair of sobemoviruses with 61.0% identity
throughout their complete genomes (Table 4). [YMV and
RYMV are also serologically distinct. Altogether, these
data support the view that IYMV is a member of a
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Imperata yellow mottle virus 1819
:;giii:s ﬁﬁcéf;ggfwi‘;?}“xiiv IYMV CfMV LTSV RGMoV SBMV SCMoV SeMV SCPMV  TRoV
and other sobemoviruses CfMV 45.4
LTSV 41.8 44.1
RGMoV  40.3 41.8 429
SBMV 447 44.6 444 42.7
SCMoV  41.7 43.7 61.0 43.1 45.1
SeMV 44.3 45.0 46.7 44.0 71.5 46.5
SCPMV  44.1 44.4 45.8 44.3 58.0 454 59.8
TRoV 41.7 41.3 44.5 41.7 44.4 44.9 459 44.7
RYMV 56.5 46 42.6 41.8 43.5 429 44.2 449 41.1
TRoV bootstrap replicates. The tree generated showed that [YMV
RYMV and RYMYV sequences group together with 100% bootstrap
{ G support. The two viruses form a cluster with CfIMV,
100 oy another sobemovirus that infects monocotyledons. The
100 phylogenetic tree also showed a split between sobemovi-
100 SEMV ruses infecting monocotyledons and those that infect
100 SeMv dicotyledons. Our results are consistent with those of Zhou
91 ———————— SCPMV et al. [29], who argued for the separation of sobemoviruses
SCMoV into two groups with respect to their hosts (monocotyle-
| | 10 LTSV donous vs dicotyledonous). The only exception is RGMoV,
RGMoV a sobemovirus that infects monocotyledons but groups with
dicotyledon-infecting ones.
PLRV

— 01

Fig. 3 Phylogenetic relationships of IYMV (boxed) and other
sobemoviruses inferred by maximum likelihood from the full genome
sequences. Sobemoviruses infecting monocotyledons include: cocks-
foot mottle virus (CfMV, NCO002618), ryegrass mottle virus
(RGMoV, EF091714), rice yellow mottle virus (RYMV,
AJ608218). Sobemoviruses infecting dicotyledons include: lucerne
transient streak virus (LTSV, NC001696), southern bean mosaic virus
(SBMV, L34672), subterranean clover mottle virus (SCMoV,
NC004346), sesbania mosaic virus (SeMV, AY004291), southern
cowpea mosaic virus (SCPMV, NC001625), and turnip rosette virus
(TRoV, NC004553). Potato leafroll virus (PLRV, AF453394), a
member of the genus Polerovirus was used as an outgroup. The
bootstrap support of the branch nodes is given. Only bootstrap scores
exceeding 75% are shown. The scale bar represents the number of
nucleotide substitutions per site

sobemovirus species that differs from all previously
described sobemoviruses.

Recombination and phylogenetic analyses

No recombination events were detected between IYMV
and any of the nine other sobemoviruses. This result is
consistent with earlier studies showing a lack of recombi-
nation among members of the genus Sobemovirus [16, 18,
29]. A maximum-likelihood tree (HKY model with esti-
mated gamma shape parameter of 1.0) was constructed
from the full-genome sequence alignment using PHYML
(Fig. 3). The support of the nodes was assessed after 500

Symptoms, virion particle size, and host range showed a
similarity between IYMV and Rottboellia yellow mottle
virus (RoOYMYV). RoYMYV is a member of a tentative spe-
cies of the genus Sobemovirus that was first described by
Thottappilly et al. [25] in Nigeria, and which infects maize
experimentally, as does [YMV. A direct comparison of the
two viruses is difficult because RoYMV has not been
sequenced and because standard isolates and polyclonal
anti-RoYMYV antibodies are no longer available. Yellowing
and mottling were observed in naturally infected R. exal-
tata (13 plants in total), but [YMV was not detected with a
polyclonal anti-IYMV antibody. This result suggests that
IYMV differs from RoYMYV or that R. exaltata is infected
by another virus, distinct from IYMV and RoYMV.

Based on symptomatology, particle morphology and
size, physical properties and purification protocol, we
propose to assign this virus to the genus Sobemovirus.
Moreover, the differences in host range, serological reac-
tions, and sequence data justify our decision to consider it a
new sobemovirus. IYMV is named from Imperata, the
natural host of the virus, and mottle, the most prominent
symptom induced in this host.
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CHAPITRE 3

Caractérisation de la diversité interspécifique de
sobémovirus et virus apparentés




3.1. Introduction

Les virus représentent un sérieux probléme aussi bien pour les animaux que pour les
plantes sur lesquels ils causent des dégats trés importants. De nouveaux virus émergent
constamment (cas du I[YMV chapitre 1) pendant que les “anciens” évoluent pour s’adapter au
mieux a leur environnement. Ils peuvent aussi, par exemple dans le cas de 1’introduction de
nouvelles variétés développer des stratégies pour contourner les mécanismes de défense
entrainant ainsi des problémes sanitaires et d’importantes pertes économiques.

Le virus responsable de la panachure jaune du riz est un virus émergent confiné au
seul continent Africain et occasionnant des dégats trés importants sur le riz. Différentes études
réalisées au cours des 10 dernicres années ont permis de cumuler d’importantes informations
sur ce virus faisant de lui I'un des phytovirus les mieux caractérisés (biologique et
moléculaire) du genre Sobemovirus. Aujourd’hui, de nombreuses séquences enticres et
partielles du génome du RYMYV sont disponibles dans les banques de données. Ces données
ont rendu possible une étude de diversité et permis de démontrer que le RYMYV évolue aussi
rapidement que les virus & ARN infectant les animaux (Fargette e al., 2008a).

Le RYMYV a donc été utilis€, au cours de nos travaux, pour tracer 1’histoire évolutive
du groupe des sobémovirus et des virus apparentés. Nous avons dans un premier temps estimé
I’dge du RYMYV a partir de séquences hétérochrones. Cet age a été ensuite utilisé pour calibrer
la phylogénie des sobémovirus et des virus apparentés. Nous avons pu montrer a partir de
cette analyse de la diversité intra- et interspécifique que la diversification de chacun des deux
groupes (sobémovirus et virus apparentés) remonte a quelques millénaires, c'est-a-dire aux
premiers stades de l'agriculture au cours du Néolithique. Les résultats détaillés de cette étude

sont présentés dans I’article 3.
3.2. Article 3 : Diversification of Rice yellow mottle virus and related viruses spans the

history of agriculture from the Neolithic to the present (Fargette et al., 2008b. PloS Pathogens
4:¢1000125).
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Abstract

The mechanisms of evolution of plant viruses are being unraveled, yet the timescale of their evolution remains an enigma.
To address this critical issue, the divergence time of plant viruses at the intra- and inter-specific levels was assessed. The
time of the most recent common ancestor (TMRCA) of Rice yellow mottle virus (RYMV; genus Sobemovirus) was calculated by
a Bayesian coalescent analysis of the coat protein sequences of 253 isolates collected between 1966 and 2006 from all over
Africa. It is inferred that RYMV diversified approximately 200 years ago in Africa, i.e., centuries after rice was domesticated or
introduced, and decades before epidemics were reported. The divergence time of sobemoviruses and viruses of related
genera was subsequently assessed using the age of RYMV under a relaxed molecular clock for calibration. The divergence
time between sobemoviruses and related viruses was estimated to be approximately 9,000 years, that between
sobemoviruses and poleroviruses approximately 5,000 years, and that among sobemoviruses approximately 3,000 years.
The TMRCA of closely related pairs of sobemoviruses, poleroviruses, and luteoviruses was approximately 500 years, which is
a measure of the time associated with plant virus speciation. It is concluded that the diversification of RYMV and related
viruses has spanned the history of agriculture, from the Neolithic age to the present.
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Introduction

The mechanisms of evolution of plant viruses are being
progressively unraveled [1-3], yet the timescale of their evolution
remains an enigma. Even the order of magnitude is unknown [4].
Several viruses showed few genetic changes between isolates
separated in space and time, sometimes for centuries [5-8]. In
contrast, recent evidence from statistical analyses of sequences of
dated isolates of Tomato yellow leaf curl virus (genus Geminivirus) [9],
Ruce yellow mottle virus (genus Sobemovirus) (RYMV) [10] and ucchint
yellow mosaic virus (genus Potyvirus) [11] indicated rapid evolution,
similar to that of most animal viruses. The paradox is addressed
here by calculating the divergence time of plant viruses at the
intra- and inter-specific levels using RYMV and related viruses.

Molecular-dating techniques provide insights into the history of
lineages that have a poor or non-existent fossil record, such as
viruses [12,13]. These techniques were originally based on the
assumption of a strict molecular clock reflecting steady accumu-
lation of genetic changes over time. Recently, new methods enable
the incorporation of variable rates into molecular dating [13].
Here, we applied a Bayesian Markov Chain Monte-Carlo method
for performing relaxed phylogenies that is able to co-estimate
phylogeny and divergence times under uncorrelated relaxed-clock
models [14].

@ PLoS Pathogens | www.plospathogens.org

RYMYV causes an emergent disease that was first observed in
1966 in Kenya. Since then, it has been reported in nearly all rice-
growing countries of sub-Saharan Africa. RYMV is transmitted by
coleopterous insects and is also disseminated abiotically. It has a
narrow host range limited to wild and cultivated rices and a few
related grasses [15]. There is no evidence of recombination
between RYMYV isolates [16,17]. The rate of evolution of RYMV
was recently evaluated using the coat protein (CP) sequences of
253 isolates collected between 1966 and 2006 from all over Africa
[10]. The same group of sequences is analyzed here to assess the
time of their most recent common ancestor (I'MRCA), which is a
measure of the divergence time of RYMV. The TMRCA was
calculated by a Bayesian coalescent analysis of the sequences using
several molecular clock and population genetic models [14].

Sobemoviruses infect both monocotyledonous and dicotyle-
donous plants, but the host range of each virus species is narrow
and confined to a few plant species of the Poaceae or Fabaceae.
Sobemoviruses are transmitted by beetle vectors, seeds and direct
contact [18]. They share a common genomic organization, as
found after re-sequencing some of the virus species [19,20]. Ten
sobemovirus species have been fully sequenced, nine of them are
currently registered by ICTV [18] and a tentative one, Imperata
yellow mottle virus (IYMV), was recently isolated from Imperata
¢eylindrica in Africa [56]. Their genomes contain four open reading
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Author Summary

The timescale of the evolution of plant viruses is an
enigma, and even its order of magnitude is unknown. This
critical issue is addressed here by calculating the age of
plant viruses. An accurate estimate of the age of Rice
yellow mottle virus (RYMV) was obtained by statistical
analysis of a set of dated sequences. The age of RYMV
provides a reliable calibration of related viruses, applying
recently developed relaxed molecular clock models. It was
found that RYMV diversified approximately 200 years ago,
and that inter-specific diversification ranged from
500 years to 9,000 years. Altogether, plant virus diversifi-
cation has spanned the history of agriculture from the
Neolithic age to the present. This suggests that the
Neolithic was a period of epidemiological transition for
plant virus diseases, as already proposed for infectious
human diseases. Intrinsically, it is for the same reason:
increased contacts between hosts, pathogens, and vectors.
This is consistent with the view that RNA viruses have a
recent origin, and that humans have become the world’s
greatest evolutionary force.

frames (ORFs). ORFI, located at the 5" end of the genome,
encodes a protein involved in virus movement and gene silencing
suppression. ORF2 comprises two overlapping ORFs. ORF2a
encodes a serine protease and a viral-genome-linked protein.
ORI2b is translated through -1 ribosomal frameshift
mechanism through a fusion protein. It encodes the RNA-
dependent RNA polymerase (RdRp). The coat protein gene
(ORF4) is expressed by a sub-genomic RNA at the 3’ end of the
genome. No evidence of recombination between sobemoviruses
has been found either in phylogenetic [21,56] or experimental
studies [22].

The genus Sobemovirus is not assigned to a family. However, the

a

RdRp of the sobemoviruses is phylogenetically related to that of

the poleroviruses and enamoviruses (family Luteoviridae) [23], and
to Poinsettia latent virus (PnLlV), a putative polerovirus-sobemo-
virus hybrid [24]. Sobemoviruses, luteoviruses (family Luteoviridae)
and dianthoviruses (family 7ombusviridae) are more distantly

Divergence Time of Plant Viruses

related. The CPs of sobemoviruses are related to those of the
necroviruses (family Tombusviridae), and the CPs of the pole-
roviruses to those of the luteoviruses [18]. Recombination events
between ancestors of these genera are the likely causes of the
present situation [25,26]. Altogether, this led to the proposal of a
“supergroup” to include these related genera [25]. The RdRp of
the sobemoviruses also shows similarities with that of Mushroom
bacilliform virus (MBYV) (genus Barnavirus, tamily Barnaviridae) which
infects mushrooms [27].

The divergence time of sobemoviruses was assessed from the
full-length sequences using the age of RYMV under relaxed
molecular clock models for calibration. The divergence time of the
sobemoviruses with members of related genera was inferred from
RdRp sequences with the same methodology. The time associated
with plant virus speciation was assessed by calculating the
TMRCA of closely related pairs of sobemoviruses, poleroviruses
and luteoviruses. Collectively, these studies provide estimates of
the diversification time of a plant virus species, the time associated
with plant virus speciation, and the TMRCA of plant viruses of the
same genus and of different genera. The intra- and inter-specific
plant virus diversification was found to span the history of
agriculture from the Neolithic age to the present.

Results

TMRCA of RYMV

The estimates of the TMRCA of RYMV inferred from the 253
dated CP sequences were dependent on both molecular clock and
demographic models. Models enforcing relaxed molecular clocks
performed better than the strict clock model, whatever the
population genetic model selected (Table 1). The average
substitution rates ranged from 5.1x10™* to 12.3x10™* nucleo-
tides (nt)/site/year among the models (data not shown). The
highest marginal likelihood was obtained with the model
implementing the relaxed uncorrelated exponential molecular
clock and the exponential growth model. The Bayes Factor (BF)
gave strong support to this model when compared to other clock
and population models. Under this model, the average TMRCA
of RYMV was 195 years and the substitution rate was 11.7x10~*
nt/site/year. The median was 182 years. The highest density

Table 1. Estimates of the time of the most recent common ancestor (TMRCA) of Rice yellow mottle virus by Bayesian coalescent
methods under several molecular clock and population genetic models implemented in BEAST

Population Genetic Models

Constant Size Exponential Expansion Bayesian Skyline
Molecular Clock Model Lower Mean Upper Lower Mean Upper Lower Mean Upper Lower Mean Upper
Strict
TMRCA (years)? 281 382 512 257 373 520 263 381 496 257 388 535
Marginal likelihood® —8791 —8788 —8791 —8784
Relaxed (lognormal)
TMRCA (years) 182 342 511 166 280 408 183 312 463 167 306 483
Marginal likelihood —8714 —8722 —8719 —8720
Relaxed (exponential)
TMRCA (years) 129 287 537 107 195 308 119 245 422 88 236 432
Marginal likelihood —8704 —8697 —8709 —8702

distribution).
doi:10.1371/journal.ppat.1000125.t001
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295% lower, mean, and 95% upper values of the highest posterior density (HPD) interval that contains 95% of the marginal posterior distribution.
bMarginal likelihoods, in log. units, were calculated via importance sampling using the harmonic mean of the sampled likelihoods (with the posterior as the importance
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probability (HPD) interval ranged from 107 years to 308 years,
with an approximate lognormal distribution of the estimates.
Subsequently, a lognormal distribution with a lognormal mean of
5.2 and a standard deviation of 0.3 was applied as the prior
distribution of TMRCA of RYMYV for the upward calibration of
nodes of sobemoviruses and related viruses.

TMRCA of sobemoviruses and related viruses

The two most divergent RYMV isolates, MalO and Tz202,
were collected 5,000 km apart in Mali and Tanzania, respectively,
and differed by 10.5% in the full genome. They were subsequently
referred to as isolates RYMV-1 and RYMV-2. The distribution of
the estimates of the TMRCA of RYMYV calculated from the dated
CP sequences was taken as the prior of their divergence time (node
1 in all figures). The full sequences of these two RYMV isolates
and of nine other sobemoviruses were considered (Table 2). A total
of 4,798 characters was analyzed, 3,432 of them (72%) being
parsimony-informative. The lognormal clock model performed
better than the strict model (marginal likelihoods in log. units were
—50237 and —50260, respectively), whereas the exponential
model failed to converge. The deviation from the hypothesis of a
strict clock was limited (coeflicient of variation=0.23). The
TMRCA and the substitution rates of the sobemoviruses under
the lognormal and the strict clock models were close: 3,137 vs.
3,326 years, and 4.0x10~* vs. 3.7x10™* nt/site/year, respective-
ly. The Yule speciation process and the constant population size
coalescent model as tree priors yielded similar estimates. Among
sobemoviruses, RYMV is most closely related to IYMV (node 2).
The TMRCA of RYMV and IYMV was 1262 years (523-2248)
(Figure 1). Cocksfoot mottle virus (CIMV, genus Sobemovirus) also
infects monocotyledonous plants but without overlap in host or

Divergence Time of Plant Viruses

geographical range. CfMV is the species the most closely related to
RYMYV and IYMV (node 3). The TMRCA of CIMV, IYMV and
RYMV was 2,317 years (921-3,929). The root height of all
sobemoviruses (node 4) was 3,137 years (1,133-5,295).

The divergence time of sobemoviruses and related viruses was
assessed from the RdRp sequences (Table 2). Again, the
distribution of the estimates of the TMRCA of RYMV calculated
from the dated CP sequences was taken as the prior of the
divergence time of RYMV-1 and RYMV-2 (node 1). A total of
2,199 characters were analyzed, 1,607 being parsimony-informa-
tive (73%). The model enforcing the lognormal clock model
performed better than the strict model (marginal likelihoods in log,.
units were —29663 and —29677, respectively), whereas the
exponential model failed to converge. Again, the deviation from
the hypothesis of strict clock was limited (coefficient of varia-
tion =0.28) and the estimates were close. For instance, the basal
root height under the lognormal and the strict clocks were 8,772
vs. 10,440 years, and the substitution rates were 3.2x107* and
2.8x10~* nt/site/year, respectively. However, the HPD interval
was wider with the lognormal model (2,929-15,671 years) than
with the strict model (4,971-18,060 years), i.c., a 1:5.4 ratio for the
lognormal model vs. a 1:3.6 ratio for the strict clock model.

The age of sobemoviruses (node 4) calculated on the full
genome and on the RdRp sequences were similar (3,137 and
3,056 years, respectively) despite the difference in number of
parsimony-informative characters considered (3,432 vs. 1,607
characters). The age of sobemoviruses calculated on the CP
sequences was similar (2,884 years) although the dN/dS ratios of
the RdRp and of the CP genes were 0.18 and 0.39, respectively,
reflecting the differences in functional constraints operating on the
two genes. The TMRCA of the sobemoviruses and MBV (node 5)
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Table 2. Name, abbreviation, taxonomy and accession number of the virus species analyzed.
Name Abbreviation Genus Family Accession Number
Cocksfoot mottle virus CcfMvV Sobemovirus Not assigned DQ680848
Imperata yellow mottle virus IYMV Sobemovirus Not assigned AM990928
Lucerne transient streak virus LTSV Sobemovirus Not assigned NC001696
Rice yellow mottle virus RYMV-1 Sobemovirus Not assigned AJ608208

RYMV-2 AM883057
Ryegrass mottle virus RGMoV Sobemovirus Not assigned EF091714
Sesbania mosaic virus SeMV Sobemovirus Not assigned NC002568
Southern bean mosaic virus SBMV Sobemovirus Not assigned AFO55887
Southern cowpea mosaic virus SCPMV Sobemovirus Not assigned NC001625
Subterranean clover mottle virus SCMoV Sobemovirus Not assigned AY376451

AY376452
Turnip rosette virus TRoV Sobemovirus Not assigned NC004553
Beet chlorosis virus BChV Polerovirus Luteoviridae NC002766
Beet mild yellowing virus BMYV Polerovirus Luteoviridae NC003491
Cereal yellow dwarf virus-RPS CYDV-RPS Polerovirus Luteoviridae NC002198
Cereal yellow dwarf virus-RPV CYDV-RPV Polerovirus Luteoviridae EF521848
Potato leafroll virus PLRV Polerovirus Luteoviridae AF453394
Barley yellow dwarf virus-MAV BYDV-MAV Luteovirus Luteoviridae D11028
Barley yellow dwarf virus-PAS BYDV-PAS Luteovirus Luteoviridae NC 002160
Red clover necrotic mosaic virus RCNMV Dianthovirus Tombusviridae 104357
Mushroom bacilliform virus MBV Barnavirus Barnaviridae NC 001633
doi:10.1371/journal.ppat.1000125.t002
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Figure 1. Divergence times of RYMV and sobemoviruses. The
tree was reconstructed from the full sequences by Bayesian inference
under an uncorrelated lognormal relaxed molecular clock model. The
age of RYMV was used for calibration (node 1). Nodes 2-4 are
associated with more internal nodes. External node “a” gathers SeMV
and SBMV, the two most closely related sobemoviruses. The posterior
probabilities are below the nodes (italics). The divergence times (in
years) are positioned at the nodes, and the 95% HPD intervals are
indicated in brackets. The species names and the sequence accession
numbers are given in Table 1.

doi:10.1371/journal.ppat.1000125.g001

was 4,418 years (1,480-8,092) (Figure 2). The divergence time of
sobemoviruses, poleroviruses, and MBV (node 6) was 5,118 years
(1,840-9,050). The root height of sobemoviruses, MBV, pole-
roviruses, and luteoviruses (node 7) was 8,772 years (2,929-
15,671). The TMRCA of these viruses and Red clover necrotic mosaic
virus (RCNMYV) (genus  Dianthovirus) was 9,059 (3,370-16,260)
(node 8), a value not substantially different from node 7 (Figure 3).

TMRCA of closely related virus species

Several isolates of Subterranean clover mottle virus (SCMoV, genus
Sobemovirus), which caused a disease restricted to southwest
Australia, were fully sequenced [28]. The highest divergence
between two isolates collected in 1991 and 1996, respectively, was
1.2%. Accordingly, the divergence time of SCMoV was estimated
to be 20 years with a HPD interval of 644 years, indicating a
date of diversification between 1952 and 1990 (Figure 3). Southern
bean mosaic virus (SBMV, genus Sobemovirus) and Sesbania mosaic virus
(SeMV, genus Sobemovirus) differed by 31.6% in their complete
genome and thus are the two most closely related sobemoviruses
(Figure 1). Their divergence time (node “a”) was 526 years (169—
938). Cereal yellow dwarf virus CYDV-RPV and CYDV-RPS, two
closely related poleroviruses, differed by 22% in their RdRp
sequences (Figure 2). Their TMRCA was 531 years (180-1,018)
(node “b”). Barley yellow dwarf virus BYDV-MAV and BYDV-PAS,
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Figure 2. Divergence times of sobemoviruses and related
viruses. The tree was reconstructed from the RdRp sequences by
Bayesian inference under an uncorrelated lognormal relaxed molecular
clock model. The age of RYMV was used for calibration (node 1). Nodes
4-7 are associated with more internal nodes. External node “b" gathers
CYDV-RPS and CYDV-RPV, the two most closely related poleroviruses.
External node “c” gathers BYDV-PAS and BYDV-MAYV, the two most
closely related luteoviruses. The posterior probabilities are below the
nodes (italics). The divergence times (in years) are positioned at the
nodes, and the 95% HPD intervals are indicated in brackets. The species
genus is indicated alongside the vertical line. The species names and
the sequence accession numbers are given in Table 1.
doi:10.1371/journal.ppat.1000125.9002

two closely related luteoviruses, differed by 21.1% in their RdRp.
Their divergence time (node “c”) was 451 years (141-813).
Altogether, the TMRCA of these closely related pairs of
sobemoviruses, poleroviruses and luteoviruses ranged from
approximately 450 to 550 years.

Discussion

The 253 RYMYV isolates collected in 16 countries represent the
diversity of the species [10,17]. Accordingly, the TMRCA of these
253 1solates provides a reliable estimate of the divergence time of
RYMV. By contrast, the 10 sobemovirus species probably
underestimate the number of sobemoviruses in cultivated and
wild plants [29]. However, theoretical studies indicated that
numerous samples are not necessary to date old coalescent events.
It was calculated that the coalescence time of a sample of 10 taxa
was 90% of the expected coalescent time of the entire population
[30]. Consequently, although calculated on a limited number of
species, the TMRCA of sobemoviruses and members of related
genera provide reliable estimates of their divergence times.

Relaxed molecular clock models incorporate the rate variation
among lineages in estimates of divergence time. Accordingly, any
punctuated evolution, as might occur in species jump, should be
accounted for in the relaxed clock models. Results from relaxed clocks
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doi:10.1371/journal.ppat.1000125.g003

should be evaluated in relation to those of strict clocks [31]. In our
study, the lognormal relaxed clock model performed better at the
inter-specific level than the strict clock model. However, the deviation
from a strict clock model was limited. This explained why the
TMRCA estimates under strict and relaxed clock models were close.

There was, however, a 1:3 ratio between the lower and upper
bounds of the HPD intervals of the TMRCA of RYMV (308 and
107 years, respectively). The variance of this estimate, further
enlarged after relaxation of the molecular clock assumption,
accounted for the large HPD intervals of divergence times at the
inter-specific level. However, the HPD of RYMYV divergence time
is still substantially narrower than those of the other plant viruses
studied with dated sequences [9,11]. This is likely to be due to the
larger number of isolates used and the wider range of dates
encompassed with RYMV. This could also reflect the fact that the
RYMYV isolates were collected, sequenced and analyzed by the
same group of scientists, subsequently reducing the uncertainties
associated with the use of data sets from various and heteroge-
neous sources.

Assessing the divergence time of RYMV from dated sequences
does not suffer from the limitations of alternative approaches.
Measuring RYMV evolution rate from experimental studies or
from old virus specimens was previously found to be inappropriate
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[10]. Applying epidemiological evidence is not adequate either.
Symptoms of RYMV were first described in 1966, i.e., 40 years
ago, a value inconsistent with the 107 to 308 years of the HPD
interval for RYMV diversification. This means that RYMV
diversified decades before the disease symptoms were reported. It
also suggests that RYMV caused epidemics long before it was
recognized as a disease. The first report of symptoms should better
be considered as a lower bound of virus diversification, i.e., the
minimum time since the virus diversified. Exceptions are viruses in
localized and well-surveyed regions such as SCMoV in southwest
Australia. From dated sequences, SCMoV diversification was
estimated to occur between 1952 and 1990. This interval includes
1979, the year when the first symptoms were reported [32].
Biogeographical evidence to estimate divergence time can be
misleading too. Madagascar was separated from mainland Africa
approximately 100 millions years ago. The timescale of evolution
of RYMV excludes the possibility that the divergence between
isolates from Madagascar and from East Africa reflects vicariance
events [33]. Altogether, the set of CP sequences of 253 dated
1solates of RYMYV currently provides the most reliable approach to
date plant virus diversification.

The divergence time of RYMV was approximately
200100 years, whereas symptoms were reported for the first
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time in 1966 in East Africa [34] and in 1975 in West Africa [35].
The African rice Onza glaberrima was domesticated in West Africa
approximately 3,000 years ago, whereas the Asiatic rice O. satiwa
was introduced in the 10" and 16" centuries in East and West
Africa, respectively [36,37]. Consequently, RYMV diversified
centuries after rice was domesticated or introduced in Africa, and
decades before epidemics were reported. The 19™ century was a
period of extension of the rice culture in Africa [37]. This may
have favored the spread of RYMV from is primary host to rice,
followed by its dissemination throughout Africa.

The divergence time between sobemoviruses and related viruses
was estimated to be approximately 9,000 years, that between
sobemoviruses and poleroviruses approximately 5,000 years, and
that among sobemoviruses approximately 3,000 years (Figure 3). The
estimates of the age of sobemovirus diversification did not depend on
the sequence length or on the gene considered. Even considering
their HPD, these time-scales encompassed the Neolithic “agricultural
revolution.” This period was the transition from nomadic hunting
and gathering communities to agriculture and settlement. It occurred
independently in several prehistoric human societies between 10,000
and 4,000 years before present (BP) [38,39]. Ancient peoples
completed the domestication of all major plant species upon which
human survival depends ca. 4,500 years BP [40,41].

One likely consequence of agricultural expansion is the
dramatic increase of opportunities for encounters between wild
and cultivated plant species, between cultivated plants at various
stages of domestication, and between plants and potential insect
vectors. These new encounters must have facilitated the
emergence of plant viruses. This is still apparent nowadays when
crop species are moved from their center of origin into new
regions. They are exposed to infection by indigenous viruses to
which they have not previously been adapted [4,42,43]. Further
crowding of plants associated with agricultural development,
especially monoculture, facilitated the build-up of vector popula-
tions and the disease spread, as is still apparent at the present time
[43]. Similarly, the Neolithic age was critical for the emergence of
infectious human diseases, a period referred to as the first
epidemiologic transition [44]. This was attributed to the increased
contacts between humans and wild fauna, and among humans
themselves. Our results suggest that the Neolithic age was also a
period of epidemiological transition for plant pathogens such as
viruses, intrinsically for the same reason: increased contacts
between hosts, pathogens and vectors. The hypothesis that the
emergence of plant viruses is linked to the development of
agriculture is consistent with the view that RNA viruses have a
recent origin [12], and also that humans have become the world’s
greatest evolutionary force [43].

The divergence time of the RdRp of sobemoviruses and
poleroviruses bounded the dates of the recombination events
between the genera. They must have occurred after the
diversification of the common ancestor of the RdRp of
sobemoviruses and poleroviruses approximately 5,000 years ago,
and before the diversification of each of the two genera
approximately 3,000 years ago. These recombination events,
which necessarily involved the co-existence of different genomes
in the same plant, must have been favored by the increased
opportunities of co-infections associated with agricultural expan-
sion that started during the Neolithic age. Events occurring at this
period also possibly led to virus diversification outside the plant
kingdom, as suggested by the divergence time of the sobemovirus
and MBV estimated to be approximately 4,500 years.

Much effort has been recently devoted to the numerical
taxonomy of plant viruses to set thresholds in percentage of
nucleotide divergence for demarcation criteria at the intra- and
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inter-specific levels [46]. In this study, nucleotide divergence
illuminates the timescales associated with these demarcation
criteria (Figure 3). The limited deviation from the strict clock
model allowed the comparison of these timescales. The inter-
generic divergence time between sobemoviruses, poleroviruses and
luteoviruses exceeded approximately 3,000 years. The inter-
specific divergence of sobemoviruses ranged from approximately
500 to 3,000 years. Consistent divergence times of approximately
500 years were obtained between closely related pairs of
sobemoviruses, luteoviruses and poleroviruses, which were first
considered as strains and later ranked as different species. This
provides an estimate of the time associated with speciation of plant
viruses. The intra-specific divergence time of RYMV was
approximately 200 years, which is 2 to 3 times less than the
speciation time of plant viruses. Overall, this range of values
revealed that plant diversification at the intra- and inter-specific
levels occurred within the Holocene, and has spanned the entire
history of agriculture, from the Neolithic age to the present.

Materials and Methods

Sequence analyses

The CP genes (720 nucleotides) of 253 isolates from 16
countries in Africa collected over a 40-year period, and the
complete genome of two isolates of RYMV were previously
sequenced [10,17]. The complete sequences of the sobemoviruses,
the sequences of the RdRp of the poleroviruses, luteoviruses,
PnLV, and MBV were downloaded from GenBank (Table 1). The
sequences were aligned using CLUSTAL W with default
parameters [47]. The parameters of interest were estimated within
a Bayesian coalescent framework by a Markov Chain Monte
Carlo (MCMC) method using the Bayesian Evolutionary Analysis
by Sampling Trees (BEAST) program (http://beast.bio.ed.ac.uk/)
[48]. The Bayesian MCMC method estimates a parameter as the
mean of its posterior distribution while simultaneously incorpo-
rating uncertainty in the underlying genealogy or phylogeny and
other parameters.

The length and number of MCMC chains were chosen so that the
effective sample size for the root height parameter and other
parameters was >200, indicating that the parameter space was
sufficiently explored. The convergence of the parameters to a
stationary distribution was assessed with TRACER [49], and the
statistical uncertainties were summarized in the 95% HPD intervals.
Comparison of models was performed by calculating the Bayes
Factor (BF), which is the ratio of the marginal likelihood of each
model [50]. A value of log.(BF) >2.3 was taken as evidence of a
strong support for the model with the highest marginal likelihood.
The coefficient of variation of the evolution rates calculated under
the uncorrelated lognormal relaxed clock model was used to assess
the degree of deviation from the strict molecular clock model.

TMRCA of RYMV

In earlier studies, the evolution rate was the target parameter
[10], whereas here the TMRCA or the root height was the
parameter of interest. It was taken as a measure of the divergence
time of RYMV. The root height was estimated by enforcing strict
and relaxed (uncorrelated lognormal and uncorrelated exponen-
tial) molecular clocks as implemented in BEAST [48]. Four
demographic models were applied as coalescent priors: constant
population size, exponential growth, expansion growth, and a
piece-wise Bayesian skyline plot [49]. Default values were used for
the other priors. The uncertainty in the TMRCA of RYMYV is
summarized by the highest posterior density interval that contains
95% of the marginal posterior distribution.
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TMRCA of sobemoviruses and related viruses

The full sequences of 10 sobemoviruses were considered for the
intra-generic analysis (Table 2). The RdRp sequences of related
viruses were added for the inter-generic analysis. The total number
of characters and the number of parsimony informative characters
were calculated with PAUP [51]. The dN/dS ratios were
calculated under the MG94 model [52] as implemented in Hyphy
(http://www.hyphy.org/) [53]. The poleroviruses listed by ICTV
[23], Pea enation mosaic virus (genus Enamovirus) and PnLLV were
screened for recombination signals. Putative recombinant ge-
nomes were searched using the RDP3 package (http://darwin.
uvigo.es/rdp/rdp.html). It implements six recombinant detection
programs: RDP, GENECONYV, MaxChi, Chimera, Bootscan and
Siscan [54]. The default detection thresholds were applied. Five
poleroviruses showing no signals of recombination were subse-
quently selected: Beet chlorosis virus (BchV), Beet muld yellowing virus
BMYYV), Potato leaf roll virus (PLRV), CYDV-RPS and CYDV-
RPV (Table 2). Similarly, the RARP sequences of two luteoviruses
were chosen: BYDV-PAS and BYDV-MAV.

The best-fitting nucleotide substitution model was evaluated by
hierarchical likelihood ratio testing [55], as implemented in HyPhy
[53]. The best-fitting model was the HKY model with gamma rate
heterogeneity. The dates of isolation of the virus species were
considered as contemporaneous as they differed by a few years only,
whereas our study dealt with inter-specific divergence times ranging
from hundreds to thousands of years. The maximum clade
credibility tree was reconstructed by Bayesian inference under the
relaxed molecular clock models as implemented in BEAST. A Yule
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speciation process was selected as a tree prior. The distribution of the
estimates of the TMRCA of RYMV was subsequently used as the
prior of the RYMV node for upward calibration of the nodes of the
trees. The HPD intervals of the TMRCA of sobemoviruses and
related viruses subsequently summarized both the uncertainties of
the phylogenetic signal and of the prior (the RYMYV age). A uniform
distribution with bounds of 5x107° and 5x107° nt/site/year was
applied as the prior of the uncorrelated lognormal relaxed clock
mean. A similar prior was applied for the Yule speciation process
birth rate. A uniform distribution with bounds of 0.2 and 5 was
applied as the prior of the gamma shape parameter. A Jeffrey prior
with initial value of 1 was applied for the HYK transition-
transversion parameter.
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CHAPITRE 4

Diversité du virus de la panachure jaune du riz et contrainte
fonctionnelle de sa protéine P1 sur la suppression de silencing*

~

)

* Une partie des résultats de ce chapitre a été publi¢ dans la revue "Plos Pathogens" (Pinel-Galzi et
al., 2007; voir Annexe 7)



4.1. Introduction

Les études de la variabilité¢ intra- ou interspécifique virale sont nécessaires pour
obtenir des informations concernant 1'épidémiologie et 1'évolution des virus de plantes. La
collecte de données informe sur la structure et la distribution spatiale des populations virales.
L'interprétation de ces données permet de jeter un regard en arriére et a reconstituer les
événements évolutifs ayant conduit a la situation observée puis parfois a prédire leur
évolution. La description de la variabilité virale repose sur la mise au point d'outils
performants, capables de détecter de trés faibles variations génétiques qui ont parfois des
conséquences importantes sur un plan épidémiologique ou évolutif. La plupart des études
disponibles portent sur la variabilit¢ génétique et sur les relations phylogénétiques entre les
différents virus. Cependant, 1'origine de cette variabilité et les processus qui modulent son
évolution (sélection naturelle ou dérive génétique, entre autres) sont trés peu €tudiés.

Le RYMYV est responsable de la maladie de la panachure jaune du riz et il est 'une des
principales contraintes biotiques du riz en Afrique ou I’intensification de la riziculture est une
priorité¢ pour répondre aux besoins sans cesse croissants des populations. Les méthodes de
lutte préconisées, pour faire face a ce pathogeéne, sont de type intégrés reposant
essentiellement sur [l'utilisation de variétés résistantes accompagnées de mesures
prophylactiques.

L’impact de cette maladie sur les rendements est tel qu’une attention particuliére a été
accordée a ce virus et a fait I’objet jusqu'aujourd’hui d’intenses études. Ainsi, une meilleure
connaissance a été acquise principalement sur la transmission, 1'écologie et 1'épidémiologie de
la maladie, sur l'organisation génomique, la structure et la diversité du virus (Traoré ef al.,
2009). Cependant, en raison de ses nombreux modes de propagation, 1'épidémiologie de la
maladie reste complexe, l'apparition de la maladie imprévisible et son controle jusque la
difficile. Récemment, il a été mis en évidence I’existence de plusieurs pathotypes virulents
dans plusieurs sérogroupes de RYMV. Ces pathotypes ont également des distributions
géographiques contrastées (Sorho et al., 2005 ; Traoré et al., 2005). Enfin, les études portant
sur les mécanismes d'émergence des pathotypes virulents ont permis de montrer en laboratoire
qu'un isolat avirulent peut devenir virulent apres plusieurs passages successifs sur une variété
résistante (Fargette et al.,, 2002a). Des contournements au champ ont aussi été observés
(Konaté et al., 1997). Par comparaison des séquences, une différence codante dans la VPg ou
I’arginine est remplacée par isoleucine en position 48 a été mise en évidence et son role, dans

I’émergence de pathotypes virulents a été validé par mutagenése dirigée d'un clone infectieux
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(Hébrard et al., 2005). De récentes ¢tudes ont également permis de mettre en évidence des
changements d’acides aminés (positions 38, 42, 43, 48, 52) associés a la virulence au niveau
de la VPg (Pinel-Galzi et al., 2007).

Cette ¢tude sur la diversité du RYMYV a été rendu possible grace a 1’existence d’une
collection d’isolats de référence, qui est I’'une des collections de phytovirus les plus complétes
et les mieux étudiées (Fargette, communication personnelle). La comparaison des séquences
d'isolats prélevés au cours des quarante six derniéres années (1966-2006), a 1’aide de
méthodes phylogénétiques, nous a permis de dater la diversification du RYMYV ainsi que celle
des virus apparentés et d’établir une relation entre 'histoire de la domestication du riz et la
diversification du RYMV (Fargette et al., 2008b). L’étude en relation avec la suppression de
silencing et la pathogénie tire également parti de la connaissance de la diversit¢ du RYMV.
La protéine P1 du RYMYV est un suppresseur de silencing (Voinnet et al., 1999) et la force de
la suppression est fonction de 1’isolat utilisé (Siré ef al., 2008). Cette capacité a inhiber le
silencing ouvre de nouvelles pistes de recherches sur le role qu’a joué la suppression au cours
de I’évolution du RYMYV ou sur la durabilité des résistances. Enfin, en ajoutant le fait que
cette protéine est susceptible d’avoir des implications dans le domaine des biotechnologies,
I’ensemble justifie une étude approfondie de la diversité du RYMV.

En somme, grace aux connaissances cumulées sur la diversité du RYMYV, il est apparu
clairement que le virus évolue et se diversifie constamment avec [’apparition d’isolats
contournant la résistance ¢lévée de Giganté et d'un nouveau sérotype sahélien Ser-sa (Traoré
et al., 2005). L’objectif de cette é¢tude (Chapitre 3) est d’évaluer la diversité (sérologique,
pathogénique et moléculaire) d’isolats de RYMV prélevés sur des graminées sauvages et
cultivés. Dans ce cadre, nous nous intéresserons a I’effet des sites sous sélection positive sur
la suppression de silencing ainsi qu’aux implications de cette suppression sur la pathogénie et

ses applications dans le domaine des biotechnologies.

4.2. Caractérisation de la diversité sérologique et moléculaire du RYMV

Les resultats de cette caractérisation sont présentés dans le tableau 1 de l'article 4.
Vingt isolats provenant de trois pays d’Afrique de I’Ouest (Burkina Faso, Mali, Niger) et d’un
pays d’Afrique Central (Tchad) ont fait I’objet d’une caractérisation sérologique au cours de
cette theése. Parmi les 20 isolats, 15 ont été choisi dans la collection de I’INERA sur la base de
la spécificité de leurs hotes d’origine (pour la plupart des graminées sauvages) et de leur
capacité¢ a infecter 1’hote différentiel, Dactyloctenium aegyptium (isolats : Ma208, Ngl155 et

Tc77). Les cinq autres isolats ont été collectés au cours d’une prospection réalisée au Mali, et
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au Burkina Faso en 2007. Des anticorps monoclonaux, préparés a I’IRD de Montpellier (Pinel
et al., 2000), ont été utilisés comme anticorps pour la détection du virus dans les échantillons.
Le corpus d’isolats utilisé dans cette étude présente donc trois profils sérologiques Serl, Ser2
et Ser-sa.

Par ailleurs, I’analyse des séquences de la protéine de capside, marqueur de la diversité
du RYMYV (Abubakar et al., 2003), a permis de mettre en évidence une bonne correspondance
entre les typages moléculaire et sérologique. Ces résultats confirment ceux déja obtenus par
Fargette et al. (2002b) dans une précédente étude et montrent que les isolats qui ont fait
I’objet de cette étude couvrent toute la diversité du RYMYV présente en Afrique de I’Ouest. On
dénombre ainsi neuf isolats appartenant au sérotype Serl, quatre au sérotype Ser2 et sept au
sérotype Ser-sa. Les trois sérotypes (Serl, Ser2 et Ser-sa) ont ét¢ identifiés en Afrique de
I'ouest (Burkina Faso, Mali, Niger) tandis que seul le sérotype Serl était présent en Afrique

centrale (Tchad).

4.3. Caractérisation de la diversité pathogénique du RYMV

La caractérisation de la pathogénie des populations virales est une composante
indispensable pour la compréhension des interactions plante/virus. L’étude des propriétés
pathogéniques de chaque isolat a été réalisée en inoculant les variétés résistantes Giganté
(Albar et al., 2006) et sensibles IR64 avec chaque isolat, puis a observer 1’apparition des
symptomes. Un test ELISA a aussi été réalis¢ afin de détecter la présence du RYMYV dans les
plantes qui ne présentaient pas de symptomes (isolats asymptomtiques). La VPg des isolats
ayant contournés la résistance élevée de la variété Giganté (test Elisa positif) a été séquencée
avant et apres le contournement et les séquences ont été comparées.

Des 20 isolats utilisés, six (Ma202, Ma203, Ma204, Ma206, Ngl155 et Tc77, tableau 1,
article 4) ont pu infecter la variété résistante Giganté, soit un taux de contournement de 30 %.
En effet, des symptomes typiques de panachure jaune ont été observés sur les feuilles des
plantes a partir du 15° jour aprés inoculation. Ces résultats ont été confirmés par ELISA. Ce
test a aussi permis de constater des variations importantes dans la concentration de certains
isolats dans les plantes, de méme il a permis d’identifier des plantes qui ne présentaient pas de
symptomes (isolats asymptomatiques) mais qui contenaient le virus. Des isolats capables de
contourner la résistance sont identifiés dans chaque sérotype décrit dans cette étude. En effet,
parmi les isolats contournants, trois appartiennent au sérotype sahélien Ser-sa, deux au
sérotype Serl et un au sérotype Ser2. Ainsi, pour la premicre fois, notre étude a permis de

montrer qu’un isolat appartenant au sérotype Ser2 peut contourner la résistance ¢levée de
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Giganté (Pinel-Galzi et al., 2007). Ce résultat constitue donc un point important dans la
gestion de la durabilité des résistances et devra étre pris en compte dans le déploiement de
nouvelles variétés résistantes au RYMYV en Afrique de I’Ouest.

Chez le RYMYV, une substitution non synonyme en position 48 responsable du
changement d’une Arginine en Isoleucine dans la Vpg est responsable du contournement
(Hébrard et al., 2006) de la résistance de Giganté. Le séquencage et 1’analyse des séquences
de la VPg des isolats ayant contournés la résistance élevée de Giganté ont permis de mettre en
¢vidence un nouveau schéma mutationnel (Pinel-Galzi et al., 2007). En effet, des six isolats
capables de contourner la résistance de Giganté, Ma202 et Ma203 ont muté a la position 48 de
la VPg, Ma204 a la position 42 de la VPg tandis qu’aucune mutation n’a été observée chez
Ma206 et cela, 3 mois apres inoculation (Figure 8). Les isolats contournant Ng155 et Tc77 se
trouvaient déja maintenus au laboratoire sur la variété Giganté, ce qui n’a pas permis d’avoir
la séquence de leur VPg avant leur passage sur Giganté. Par conséquent, ces deux isolats
n’ont pas pu étre comparés avant et apres le contournement de la résistance de Giganté. Par
ailleurs, chez I’isolat Ma203 (Ser2), I’arginine (acide aminé chargé positivement, polaire et
trés hydrophile) a été¢ remplacé par le tryptophane (acide aminé neutre, polaire et hydrophile).
Ce schéma mutationnel n’avait jamais été observé jusque la dans le contournement de la
résistance ; il constitue un nouveau (le troisieme) schéma mutationnel mis en évidence dans le
contournement de la résistance de Giganté au RYMYV (Pinel-Galzi et al., 2007).

L’insertion, par mutagenése dirigée en position 48 de la VPg, du tryptophane a la
place de I’arginine dans le clone infectieux (Brugidou ef al., 1995) n’a pas permis d’infecter la
variété résistante Giganté. Ces résultats suggerent I’implication, en plus de la VPg, d’autres

genes dans le contournement de la résistance.
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Figure 8: Alignement protéique des séquences de la VPg des 4 isolats avant et apres

contournement de la résistance du cv Giganté. (*), séquence apres contournement

4.4. Caractérisation de la diversité de la protéine P1 du RYMYV et réle des sites sous

sélection positive dans la suppression de silencing

4.4.1. Introduction

Les virus 2 ARN sont parmi les virus les plus abondants chez les plantes et méme chez
les animaux. Les méthodes utilisées pour la lutte contre ces parasites telles que 1’utilisation de
gene de résistances chez les plantes, ont révélé la trés grande capacité d’adaptation de ces
virus. Aussi ils sont capables d’échapper, parfois trés rapidement, au systeme de défense des
plantes qu’est le silencing. Cette capacité d’adaptation semble corrélée a I’énorme potentiel de
variation des virus & ARN (Fargette et al., 2008a). Par exemple, la protéine de mouvement et
suppresseur P1 de RYMV (Voinnet et al., 1999), présente une forte diversité¢ fonctionnelle
dans la suppression de silencing en fonction de I’isolat RYMV utilis¢ (Sir¢ et al., 2008). Cette
diversité résulterait sans doute de la différence de pression de sélection qui pourrait s’exercer
sur chaque protéine P1. La sélection est un mécanisme directionnel qui, au sein d’une
population, tend a favoriser les variants les mieux adaptés (sélection diversificatrice,
directionnelle ou positive) ou a éliminer les variants les moins adaptés (sélection purificatrice,
stabilisatrice ou négative). Un tel processus a donc pour conséquence une réduction de la
diversité de la population dans un environnement donné et peut conduire a une augmentation

de la diversité entre populations lorsque les pressions de sélection sont différentes.
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L’implication de tels sites dans la virulence a ¢té rapportée au niveau de la VPg du PVA
(Potato virus A) et du RYMV (Moury et al., 2004 ; Pinel-Galzi et al., 2007). Cependant,
aucune étude portant sur le rdole des sites sous sélection positive dans la suppression de
silencing n’a ¢été réalisée a ce jour. L’objectif de notre étude était de mettre en évidence des
acides aminés clés ou des domaines, dans la séquence de la P1, responsables de la diversité
fonctionnelle des P1 observée chez le RYMV. Cela devra permettre de mettre en évidence le
réle joué par les protéines suppresseurs au cours de I’évolution du virus, et aussi, d’améliorer
"artificiellement" par mutagenese, la force de suppression d’une protéine P1 donnée en vue de
son utilisation en biotechnologie, notamment dans la production de protéines recombinantes
(Siré et al., 2006 ; Sérémé et al., 2008b). Pour atteindre cet objectif, nous avons procédé (i) a
I’analyse de la diversité de la protéine P1 et a I’identification des sites sous sélection positive ;
(i1) par mutagenese dirigée nous avons déterminé le role biologique de chaque site dans la
suppression de silencing. Ainsi, les analyses bioinformatiques réalisées, a partir d’un corpus
de 44 séquences P1, nous ont permis de confirmer que le géne codant la protéine P1 est le
gene le plus variable du génome du RYMV et que ce géne est fortement sous sélection
positive. Une signification biologique a également pu étre établie entre sites sous sélection
positive et suppression de silencing. Pour la premicre fois nous avons montré, par
mutagenése, qu’il est possible d’augmenter ou de réduire la capacité de suppression de la
protéine P1 du RYMV. En effet, dans trois cas sur quatre, on parvient a améliorer
significativement la force de suppression de silencing et a la réduire dans un cas sur quatre.

Les résultats détaillés de cette étude sont rapportés dans 1’article 4.
4.4.2. Article 4 : Implications of sites under positive selection in the RNA silencing

suppressor activity of Rice yellow mottle virus movement protein P1 (Sérémé et al., A

soumettre)
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Diversity and implications of sites under positive selection in the RNA silencing

suppressor activity of Rice yellow mottle virus movement protein P1

Drissa Sérémé', Martine Bangratzz, Agnes Pinel-Galzi’, Moumouni Konaté', Sévérine Lacombée’,
Denis Fargette®, Alfred S. Traoré®, Christophe Brugidow’, Gnissa Konaté'
- Institut de I’Environnement et de Recherches Agricoles (INERA), Laboratoire de virologie et de

biotechnologies végétales, 01 BP 476 Ouagadougou 01, Burkina Faso

? : Institut de Recherche pour le Développement (IRD), UMR 5096/GDP, Montpellier, France

7 : Institut de Recherche pour le Développement (IRD), UMR 186/RPB, Montpellier, France

* : Université de Ouagadougou, UFR SVT, 03 BP 7021 Ouagadougou 03, Burkina Faso
Summary

To evaluate the genetic diversity and to determinate the selection pressure exerted on
Rice yellow mottle virus silencing suppressor, sequencing was carried out of the P1 and coat
protein of 44 isolates from different geographical origins, hosts, and collecting times. Positive
selection has been an exciting topic to evolutionary biologists, because adaptive changes in
genes and genomes are ultimately responsible for evolutionary innovations and species
differences. However, studies examining positive selection on viruses RNA silencing
suppressor proteins are rare, although these proteins play an important role in pathogenesis.
Moreover, despite the biological relevance of analyses of molecular adaptation, the issue is
still poorly studied. Since then, the selection pressure acting along the movement protein P1
gene of Rice yellow mottle virus isolated from isolates representative of the geographic and
genetic diversity of the virus was evaluated using two web servers, SELECTON and HYPHY.
We showed that the P1 gene is not a reliable typing tool to assign the Rice yellow mottle virus
isolate to the main clades and that assessing phylogenetic relationships using this gene is not
recommended. We also present evidence that RYMV RNA silencing suppressor, which is
also involved in replication and cell-to-cell movement, is subjected to positive selective
forces. This suggests that this protein gene is under adaptive evolution. We report the effect of
the sites under positive selection in the RNA silencing suppressor activity by functional
analysis using mutagenesis. All together, these studies outline a computational approach that
may be broadly applicable for studying gene adaptation and functional sites in other coding
gene. The role of sites positively selected in pathogenesis (symptom expression) remains to be

resolved.

Key words : Rice yellow mottle virus, diversity, movement protein P1, coat protein silencing

suppressor, positive selection
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INTRODUCTION

Posttranscriptional gene silencing termed RNA silencing is a highly conserved
mechanism in eukaryotes, and has important roles in antiviral defense, genome integrity and
development (Baulcombe, 2004). This process involves 21- to 24-nucleotides (nt) RNA
molecules produced from longer double-stranded RNA (dsRNA) precursors through the
action of RNase IlI-like enzymes in the Dicer family. Then, small RNAs are incorporated into
Argonaute (AGO)-containing RNA-induced silencing complex (RISC) and serves as a guide
for sequence-specific cleavage or translational repression of a target RNA. RNA silencing is
known to be a natural antiviral defense mechanism (Voinnet, 2001) as well as antibacterial
defense (Navarro et al., 2008).

Plant viruses are strong inducers and targets of RNA silencing, and many viruses
encode silencing suppressors to counteract the antiviral effect of RNA silencing (Kasschau
and Carrington, 1998 ; Voinnet et al., 1999 ; Vance and Vaucheret, 2001). In recent years,
numerous RNA silencing suppressors have been identified in many plant viruses and some
animal viruses (Anandalakshmi et al., 1998 ; Brigneti et al., 1998 ; Kasschau and Carrington,
1998 ; Li and Ding, 2006 ; Voinnet, 2005). They are extremely diverse in sequence, structure,
and mechanism of action. Among the known suppressors, potyvirus HCPro, Cucumber
mosaic virus (CMV) 2b and tombusvirus p19 have been studied most extensively (Roth et al,,
2004). In sobemoviruses, Rice yellow mottle virus (RYMV) 18-19 kDa protein (Voinnet et al.,
1999 ; Siré et al., 2008), Cocksfoot mottle virus (CEMV) 12 kDa protein (Sarmiento et al.,
2008), and Imperata yellow mottle virus (IYMV) 24.1 kDa protein (Sérémé, unpublished
data) were found to possess an ability to suppress RNA silencing.

P1 protein from RYMV that acts as non-autonomous cell silencing suppressor
(Voinnet et al., 1999 ; Himber et al., 2003) is one of these described proteins. RYMYV is the
major pathogen of irrigated rice and is endemic in Africa (Bakker, 1974 ; Abo ef al., 1998).
Properties of the genome of RYMYV and its particle structure have been well described (Ngon
etal., 1994 ; Qu et al., 2000, Brugidou et al., 2002) as well as genetic diversity and phylogeny
of the virus (Fargette et al., 2002b ; 2004). The P1 is an 18-19 kDa protein encoded by the
first open reading frame (ORF) of RYMV. Such protein is dispensable for viral replication but
is closely related to virus infectivity and also to virus spread (Bonneau et al., 1998). The P1
protein coded by ORF1 is more variable than the 3 others ORFs of RYMV genome with 8.0

to 9.3 % divergence in nt (Fargette et al., 2002b). In a P1 diversity silencing suppression
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study, it was shown that the P1 protein of the Tanzanian isolate (Tz3) is the strongest
silencing suppressor and the Madagascan isolate (Mgl) the weakest ones (Siré et al., 2008).

In a protein molecule, different amino acid sites usually have different biochemical
functions, indicating that the types and strengths of natural selection vary among amino acid
sites. It is therefore interesting to detect natural selection at single amino acid sites. In a recent
work, Sawyer et al. (2005) described a remarkable study in which phylogenetic sequence
comparison identified a small segment of the primate TRIMS5a protein to be under positive
selection, and functional analysis using mutagenesis confirmed the importance of the segment
in species-specific retroviral inhibition. Recently, point mutations effect on different RNA
silencing suppressors proteins, including HC-Pro protein (Gonzalez-Jara ef al., 2005; Yambao
et al., 2008 ; Torres-Barcelo et al., 2008) and RYMYV P1 protein (Siré et al., 2008), have been
reported. However, studies have not yet resolved the effects of sites under positive selection
on the RNA silencing suppressor activity. Since then and because RYMYV, experimentally,
adapts rapidly to alternative hosts through accumulation of point mutations in VPg, the
protein involved in resistance breaking (Hébrard et al., 2006 ; Pinel-Galzi et al., 2007), we
used its P1 suppressor protein to identify amino acids sites that are under positive selection.

Positive, diversifying selection is an important evolutionary force that accelerates
divergence between homologous proteins (Swanson et al., 2001). A useful follow-up to the
codon-substitution analyses is to experimentally manipulate putative positively selected
codons and perform subsequent protein or organism level assays to determine the functional
significance of variation at these sites.

Selection at the protein level can be measured by ® (dN/dS), in which dN =
nonsynonymous substitution rate (nonsynonymous changes per nonsynonymous site) and dS
= synonymous substitution rate (synonymous changes per synonymous site). If amino acid
changes provide better fitness, the mutations will be fixed at a higher rate than synonymous
mutations. This results in AN>dS and ®>1. When o equals 1 or is lower than 1, neutral
evolution and purifying selection can be inferred, respectively. Originally, ® was calculated as
an average for the whole gene, which does not allow sensitive detection of individual amino
acid residue under positive selection. Subsequently codon-based models that allow the o ratio
to vary amongst sites were developed (Nielsen and Yang, 1998 ; Yang and Nielsen, 2000).
These models describe o ratio distribution amongst sites : M0 assumes one constant o for all
sites ; M3 classifies sites into discrete classes with different ©; M7 allows ® to vary
according to a distribution that represents negative or neutral selection ; M8 adds on top of

M7 a discrete o class for sites with positive selection (w>1). Likelihood ratio test is used as a
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statistical test of goodnessor-fit to compare the two models and test whether the more
complex model, e.g. M8 or M3, fits the dataset significantly better than the simpler model,
e.g. M7 or MO. An empirical Bayes approach is then used to calculate the posterior
probability that each site is from a particular site class, and sites with high posterior
probabilities coming from the class with w>1 are inferred to be under positive selection (Yang
et al., 2005). These types of analyses have thus far only rarely been performed across RNA
silencing suppressor gene. In the present paper, we will also use this criterion to detect
selective forces exerted on the RYMYV suppressor protein P1.

To detect sites under positive selection, we used two servers, SELECTON version 2.4
(Stern-Ginossar et al., 2007) and HYPHY (Pond ef al, 2005). SELECTON server
automatically calculate the ratio between nonsynonymous (Ka) and synonymous (Ks)
substitutions at each site of the protein and perform statistical tests to determine whether Ka #
Ks.

Then, we performed biological tests by using mutagenesis to evaluate the effect of
these sites in the RNA silencing suppression of P1-Tz3, the strongest silencing suppressor.
Analyses were conducted with the purpose to identify amino acid residues under positive
selection and to test the biological significance of adaptive evolution of P1 suppressor protein.
We identified, using both HYPHY and SELECTON servers, 18 sites were positively selected
among which four are strongly under positive selection and have particular localization in P1
sequence. This paper provides the first evolutionary analysis of RNA silencing suppressor

protein from a virus.

MATERIALS AND METHODS

Viral isolates :

The viruses used in this study were from our virus collection, one of the largest
collections for a plant virus, and originated from four countries of West (Burkina Faso, Mali
and Niger) and Central Africa (Chad) (Table 1). RYMV diversity in these areas was taken
into account and the isolates were chosen in relation to the original host, the serotype and
pathotype they belong to. Serotypes were differentiated by using anti-RYMV monoclonal
antibodies according to N’Guessan et al., (2000). RYMV pathotypes were defined according
to the ability of isolates to break resistance or not of highly resistant cultivars Oryza sativa
indica cv. Gigante. A total of 17 isolates was used. These isolates were originated from

Poaceae species including the wild rice species Oryza longistaminata, Echinochloa colona,
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Eragrostis atrovirens and Dactyloctenium aegyptium, a differential host plant for RYMV
(Table 1). The isolates from the original plants were multiplied in the susceptible rice Oryza
sativa indica cv. IR64 by mechanical inoculation, and the viral population was recovered

from this infected material.

Table 1 : Origin and properties of RYMYV isolates used in this study

Isolate Region Country of Original host Year of serotype Pathogenicity
code origin plant* isolation

BF701 West Africa Burkina Faso O. longistaminata 1997 Ser-sa nRB
BF702 West Africa Burkina Faso O. longistaminata 1997 Ser 1 nRB
BF703 West Africa Burkina Faso O. sativa 1997 Ser 1 nRB
Ma201 West Africa Mali O. longistaminata 1997 Ser-sa nRB
Ma202 West Africa Mali Pycreus spicatus 1997 Ser-sa RB
Ma203 West Africa Mali F. littoralis 1997 Ser 2 RB
Ma204 West Africa Mali E. atrovirens 1997 Ser 2 RB
Ma205 West Africa Mali E. indica 1997 Ser-sa RB
Ma207 West Africa Mali P. subalbidum 1997 Ser 1 nRB
Ma208 West Africa Mali D. aegyptium 1997 Ser 2 nRB
Ma209 West Africa Mali Bambusa sp 1997 Ser 2 nRB
Ma210 West Africa Mali E. colona 1997 Ser-sa nRB
Ma211 West Africa Mali 0. sativa 2007 Ser 2 nRB
Ma212 West Africa Mali 0. sativa 2007 Ser 1 nRB
Ma213 West Africa Mali O. sativa 2007 Ser 2 nRB
Ma214 West Africa Mali 0. sativa 2007 Ser 1 nRB
Ma215 West Africa Mali 0. sativa 2007 Ser 1 nRB
Ngl55 West Africa Niger O. sativa 2005 Ser 1 RB
Tc77 Central Africa Chad O. sativa 2005 Ser 1 RB

* Isolates originated from O. sativa cultivars (O. sativa), or from the wild Poaceae species Oryza longistaminata
(O. longistaminata), Dactyloctenium aegyptium (D. aegyptium), Echinochloa colona (E. colona), Fimbristlylis
littoralis (E. litoralis), Eleusine indica (E. indica) or Eragrostis atrovirens (E. atrovirens). RB = resistance-

breaking isolates, nRB = non resistance-breaking isolates

Isolation of RNA, RT-PCR and sequencing :
Total RNA isolation was performed on leaves with an RNeasy plant mini-kit (Qiagen).

Total RNA preparations were used as templates for reverse transcription (RT) reactions with
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Superscript I[I-RT (Invitrogen). RT products were PCR amplified with a high Fidelity PCR
system. The resulting RT-PCR products were separated by electrophoresis in 1 % agarose
gels, eluted and sequenced. Sequencing was carried out with the Taq terminator sequencing

kit (Applied Biosystems, Inc.) and analyzed on an Applied Biosystems 373 A sequencer.

Sequence analyses :

The P1 and coat protein (CP) genes without 5> UTR (474 nt 723 nt, respectively) of 44
isolates from nine countries in Africa (17 isolates collected in this study and 27 isolates in
earlier studies) were sequenced. The 17 isolates are representative of RYMV diversity in
West Africa, the second RYMV’s center of diversification. Of the 27 previously sequenced
isolates, 18 are representative of the geographic and genetic diversity of RYMV in Africa
(Fargette et al., 2004) and the rest (i.e 9 isolates) have shown variable pathogenicity assessed
through symptom intensity, but low sequence diversity (Siré et al., 2008). The P1 and CP
sequences from earlier studies were downloaded from GenBank. The nomenclature of the
isolates, their country of origin and their suppliers are listed in Table 2. The following
analyses were conducted on the 44 sequences.

(1) Sequence alignment : Sequences data were analyzed using Lasergene 7 sofware by
DNASTAR. The sequences were aligned using CLUSTAL W with default parameters
(Thompson et al., 1994), followed by manual inspection and analysis.

(11) Sequence diversity : The nucleotide diversity index (m), which is the average
number of nucleotide differences per site between two sequences (Nei, 1987), was calculated
using DnaSP 4.90.1 software (Rozas et al., 2003). The distribution of genetic diversity along
RYMYV P1 and CP genes was investigated using the sliding window method calculating © on
a sliding window of 50 nt moved by steps of 10 nt. The P1 and CP genes were used in the
diversity study based on the fact that they are the most variable regions of RYMV genome.

(ii1) Protein secondary structure : Secondary structure prediction for the RYMV P1
protein was made by using the PSIPRED (McGuffin ef al., 2000) protein structure prediction
server (http ://bioinf.cs.ucl.ac.uk psipred).

(iv) Phylogenetic analyses : Phylogenetic reconstructions were obtained by two
complementary methods : (i) maximum parsimony (MP) using PAUP 4.0 (Swofford, 2000).
(i1) maximum-likelihood (ML) implemented in PHYML using the HKY model with a gamma
shape parameter (Guindon et al., 2005). Tanzanian isolate Tz3, which is known to be the most

basal RYMYV isolate based on its complete genome sequence (Fargette et al., 2004), was used
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as an outgroup. Bootstrap evaluation of the branching pattern was performed with 500
replicates. Trees were viewed with the help of TREEVIEW version 1.6.6.

(v) Selection pressure analyses : A search for positive selection was performed on P1
sequences. The pattern of selection was inferred through ® values corresponding,
respectively, to negative selection (o < 1), neutral evolution (o = 1), and positive selection (®
> 1) (Yang and Bielawski, 2000). To determine if codon sites in the P1 sequences of RYMV
are a subject of positive selection, analyses were performed by two maximum likelihood
methods, Random Effect Likelihood (REL) and Internal Fixed Effect Likelihood (IFEL), as
implemented in HYPHY package (Pond ef al., 2005) and by an empirical Bayesian method as
implemented in SELECTON (Stern et al., 2007). REL is an improved variant of the Nielsen-
Yang approach, which allows both dS and dN to vary independently across sites. IFEL is a
new likelihood method to fit an independent dN and dS to every site in the context of codon
substitution and test whether dN # dS. SELECTON server automatically calculate the ratio
between nonsynonymous (Ka) and synonymous (Ks) substitutions at each site of the protein
and perform statistical tests to determine whether Ka # Ks. HYPHY was run on a computer
cluster through the web-based interface, which is available at http ://www.datamonkey.org.
SELECTON is available at http ://selecton.bioinfo.tau.ac.il. Once positively selected sites
have been shown to exist, the second step uses Bayesian methods to locate their position.
Sites with high posterior probability above 95 % coming from the class with @ > 1 are

inferred to be under positive selection.
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Table 2 : Name, country of origin, region, strain, reference and accession no. of the 44 P1

sequenced isolates of Rice yellow mottle virus.

Isolate

Country of

Sequence

code origin Region Strain accession no. Reference
BF701 Burkina Faso West Africa Sa This study
BF702 Burkina Faso West Africa S1 This study
BF703 Burkina Faso West Africa S1 This study
Ma201 Mali West Africa Sa This study
Ma202 Mali West Africa Sa This study
Ma204 Mali West Africa Sa This study
Ma207 Mali West Africa S1 This study
Ma208 Mali West Africa S2 This study
Ma209 Mali West Africa Sa This study
Ma210 Mali West Africa Sa This study
Ma2l1 Mali West Africa S2 This study
Ma212 Mali West Africa S1 This study
Ma213 Mali West Africa S2 This study
Ma214 Mali West Africa S1 This study
Ma215 Mali West Africa S1 This study
Ngl55 Niger West Africa S1 This study
Tc77 Chad Central Africa S1 This study
Cill0 Cote d’Ivoire West Africa S2 This study
Cilll Cote d’Ivoire West Africa S2 This study
Cill2 Cote d’Ivoire West Africa S2 This study
Cill3 Cote d’Ivoire West Africa S2 This study
Cill4 Cote d’Ivoire West Africa S2 This study
Cill5 Cote d’Ivoire West Africa S2 This study
Cilleé Cote d’Ivoire West Africa S2 This study
Cil21 Cote d’Ivoire West Africa S2 This study
Cil38 Cote d’Ivoire West Africa S2 This study
Cia Cote d’Ivoire West Africa S3 AJ608206 Fargette et al. (2004)
Ci4 Cote d’Ivoire West Africa S3 AJ608207 Fargette et al. (2004)
Cib Cote d’Ivoire West Africa S2 L20893 Fargette et al. (2004)
Ci63 Cote d’Ivoire West Africa S1 AJ608208 Fargette et al. (2004)
MalO Mali West Africa S1 AJ608209 Fargette et al. (2004)
Ma77 Mali West Africa Sa AJ608210 Fargette et al. (2004)
Nia Nigeria West/Central Africa Sl-ca U23142 Direct submission
Nil Nigeria West/Central Africa Sl-ca AJ608213 Fargette et al. (2004)
Ni2 Nigeria West/Central Africa Sl-ca AJ608214 Fargette et al. (2004)
SL4 Sierra Leone West Africa S3 AJ608215 Fargette et al. (2004)
Mgl Madagascar East Africa S4 AJ608211 Fargette et al. (2004)
Mg2 Madagascar East Africa S4 AJ608212 Fargette et al. (2004)
Tz3 Tanzania East Africa S5 AJ608216 Fargette et al. (2004)
Tz5 Tanzania East Africa S4 AJ608217 Fargette et al. (2004)
Tz8 Tanzania East Africa S4 AJ608218 Fargette et al. (2004)
Tz11 Tanzania East Africa S6 AJ608219 Fargette et al. (2004)
Tz18 Tanzania East Africa S6 AJ877020 Traoré et al. (2005)
Tz127 Tanzania East Africa S6 AJ876793 Traoré et al. (2005)
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c¢DNA modification and plasmid constructs.

pCambia 1300 plasmid was modified by cloning into its Smal site the 35S cassette
(Siré et al., 2008). This construct named pCaK7. GUS coding DNA was inserted between the
35S cassette Xbal/HindIll sites and termed pCaK7-Gus. The P1 protein sequence was PCR
amplified from the cDNA using forward primer MSP1S (5’-GGAAGCTTACAATTGAAG-
3’) contains a Hindlll site (underline) and reverse primer MSPIR (5°-
GGTCTAGATCAGAAATTGAGGTATTTGT-3") contains a Xbal site underline. To
generate 35S-P1, the product with adapted ends was digested with Xbal and HindIll for
directional cloning into Xbal/HindlIll digested plasmid pCaK7, using standard molecular
biology techniques.

Mutagenesis.

Mutants in the P1 sequence were generated by site-directed mutagenesis using the
Quickchange II XL kit (Stratagene) following the indications of the manufacturer. Plasmid
carrying the P1 of Tanzanian isolate Tz3, the reference hypersuppressor (Sir¢ et al., 2008),
was used as a source of wild type virus and template for site-directed mutagenesis. All the
mutants were sequenced with an Applied Biosystems PRISM DNA sequencer 3100, and the
correctness of mutations verified. Oligonucleotide sequences used for mutagenesis are

available upon request.

Agroinfiltration

pCaK7-P1 and pCaK7-GUS plasmids were electroporated into A. tumefaciens strain
GV3101 and cultured, set to an optical density at 600 nm of 0,5 ; and used to infiltrate small
leaves of 3-week-old N. benthamiana wild type plants with a 5 ml, needleless syringe. The
co-infiltration mixture contained two parts Agrobacterium carrying an empty vector, or a
plasmid encoding a suppressor and one part Agrobacterium carrying reporter gene uidA,
which induces local silencing. Previously strong (P1-Tz3) and weak (P1-Mgl) RYMV
silencing suppressor (Sir¢ et al., 2008), and a binary vector pCaK7 bearing no insert, were
used as positive and negative controls, respectively. For each P1 tested, 2 uppermost, fully
expanded leaves per plant were co-infiltrated. 35 plants per treatment were used and the GUS
expression was monitored during seven days. To assess the reproducibility of the
agroinfiltration results gained, we conducted the experiment three times. Furthermore, to
increase the validity of comparing data, all plant materials used were grown under the same

environmental conditions. Infiltrated plants were maintained in a growth chamber at 22°C-
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24°C with 16h of light and a dark period of 8h. For each treatment, 10 leaves from five plants

were harvested at the same hour every day.

Protein extraction and quantification of GUS activity by fluorimetry

Quantitative assay for B-glucuronidase (GUS) activity was carried out as described by
Jefferson et al. (1987) with 4-methylumbelliferone-glucuronide (4-MUG) as substrate. Total
soluble proteins were extracted from rice leaves in a sodium phosphate buffer (50 mM
NaHPO,, 10 mM Na,EDTA, 1 mg.ml" N-Laurylsarcosine, 0.1 % v/v triton X100) by two
successive centrifugation performed at 20 000 g at 4°C. The supernatant was used as crude
extracts. Protein concentration in crude extracts was determined with Bradford reagent (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA) using bovine serum albumin as the standard. Fluorescence
was measured with a Fluoroskan fluorimeter (Labsystem) at excitation and emission
wavelengths of 365 and 455 nm, respectively. Calibration was performed with quantification
of fluorescence of soluble 4-methylumbelliferone (MU, Sigma®). The enzymatic activity was
expressed as picomolar concentration of the fluorescent product 4-methylumbelliferone (MU)
per minute and per microgram of total plant protein (pmol MU/mn/pg protein). Each GUS
activity presented here is mean + standard error from different sets of plants of the same

experiment.

RESULTS

Nucleotide variability of RYMV CP and P1

Genome fragments of 471 and 720 nt corresponding to the coding gene of RYMV
ORF1 and ORF4, respectively were retro-transcribed and amplified for each RYMYV isolate
listed in Table 1. The resulting DNA fragments were sequenced in both directions. Sequences
from the previously studies (Fargette et al., 2004 ; Siré et al., 2008) were also incorporated
into the analyses, adding thus up to 44 sequences. We assessed the molecular variability of P1
and CP, which is commonly used as markers of genetic relatedness of RYMV. Then, we used
7, the average number of substitutions between any two sequences, to estimate diversity for
the P1 and CP genes. Nucleotide diversity was variable among the two genes. P1 sequences
were more variable than CP ones. The averages nucleotide diversity among the 44 isolates of
RYMV PI1 and CP genes were 9.7 % (m = 0.977) and 7.1 (n = 0.718), respectively. Peaks of
variability of up to 10 % were apparent along the P1 gene (Figure 1A) but were localized in

the central part of the CP gene (Figure 1B). For P1, among the 471 nt sites analyzed using
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DnaSP, 296 sites were monomorphic, 175 polymorphic and 137 were parsimony informative.
In CP genes, 513 sites were monomorphic, 204 polymorphic, and 155 were parsimony
informative. The nonsynonymous diversity (ra = 0.04) was 6.5 times less than the
synonymous diversity (ws = 0.26) in P1 and 10 times less than the synonymous ones in CP (na
=0.02 ; s =0.20).

To assess the degree of amino acid sequence diversity in P1, pairwise distance
comparisons were calculated between the 44 Pl sequences. The predicted amino acid
sequences consist of 157 amino acid residues of which 37 (23.6 %) are polymorphic (Figure
2). All the cystein residues are completely conserved including the cysteine of the putative
eukaryotic zinc finger motif (C64(x)2C67(x)24C92(x)2C95) which is known to be conserved
across the RYMYV phylogeny (Siré ef al., 2008).
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Figure 1 : The nucleotide diversity index (Pi), the average number of nucleotide differences
per site, was calculated along the genes using a sliding window of 50 nt moved by steps of 10
nt after alignment of P1 (A), CP (B) of 44 sequences. Genomic organization of RYMV
showing P1, and CP genes is represented below the graphs A, and B.
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Figure 2. Representation of predicted secondary structure, putative motif Zinc finger and amino acids under positive selection mapped onto
multiple alignments of Rice yellow mottle virus P1 proteins. Arrows indicate the position of positively selected sites which were mutated in this

study. A dash (-) indicates identity with the consensus sequence
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Phylogenetic studies: To avoid any misleading conclusions due to the choice of
phylogenetic reconstruction method, P1 and CP genes of 44 isolates were analysed by two
complementary approaches, the MP and the ML. In a preview study, it was shown that
Tanzanian isolate Tz3 is the most basal RYMYV isolates (Fargette et al., 2004). Then, we used
this isolate as the out-group for the phylogenetic analyses with the P1 and CP sequences. The
grouping and bootstrap values were similar using the methods based on maximum likelihood
(Figure 3) or maximum parsimony (data not shown).

Phylogenetic analysis of the P1 differed from that of the CP (Figure 3), as it showed a
lack of robust resolution of some nodes. Groups separated in the CP sequences analysis were
collapsed within the same group. Some incongruence, which broke the relation between the
branching order and the east to west origins of the isolates were observed in P1 sequences.
With the CP sequence (Figure 3), isolates Ma201, Ma210, BF701, and BF703 from Burkina
Faso and Mali in West Africa grouped with other isolates from West Africa. By contrast, with
the P1 sequence, these isolates formed a sister group of East Africa isolates Tz18, Tz11, and
Tz127 within the paraphyletic group (((Tz18, Tzl11), Tz127), (Ma201, Ma210), (BF701,
BF703)))). Add to this, isolates Mgl and Mg2 from Madagascar in East Africa branched with
West Africa isolates. Altogether, P1 and CP diversity pattern were different and phylogenetic

analyses of P1 not allowed to distinguish the East-African isolate from the West-African ones.
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Figure 3. Phylogenetic trees inferred by maximum likelihood from the nucleotide sequences
of P1 (left) and CP (right) of 44 Rice yellow mottle virus isolates originating from Burkina
Faso (BF), Cote d’Ivoire (CI), Madagascar (Mg), Mali (Ma), Niger (Ng), Nigeria (Ni), Sierra-
Leone (SL), Chad (Tc), and Tanzania (Tz). Isolate Tz3 was used as the outgroup. The
bootstrap support of the branch nodes is given. Only bootstrap values > 50 % are indicated at
the nodes (500 replicates). The scale bar represents the number of nucleotide substitutions per

site. The serotypes of the isolates are indicated vertically in the middle of the figure.

Amino acids sites under positive selection

In order to better understand the role of the P1 in RNA silencing suppression, we
investigated its sequence diversity and estimated the selective pressure exerted on it using a
significant number of sequences (i.e 44 sequences). Analysis of the selective pressure exerted
on proteins is a complementary approach to functional analyses, and was previously applied
to proteins involved in parasite-host interactions (Moury et al., 2002 ; Stotz et al., 2000).
Here, such an analysis can reveal if changes in the P1 sequence are more probably involved in

RNA silencing suppression. Moreover, in case amino acid changes are the silencing inhibition
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determinant, this analysis can reveal which of these amino acid changes could be preferably
involved in RNA silencing suppression.

Positive selection is detected statistically as a nonsynonymous-to-synonymous
nucleotide substitution rate ratio (®) significantly greater than 1. When ® > 1 for some
codons, the likelihood ratio of the two nested models to be compared (M3 versus M0, M3
versus M1 or M8 versus M7) permits testing of whether the positive selection model fits the
data significantly better than the null hypothesis corresponding to neutral and/or deleterious
substitutions only (Yang, 1997 ; Yang et al., 2000). Then, an empirical Bayesian approach
was used to infer to which category (neutral, deleterious or advantageous) each amino acid
most likely belongs. Codons with posterior probabilities above 95 % were considered
significant.

With HYPHY REL method, 10 codons were under positive selection with a Bayes
factor for positive selection higher than 50 (Table 3). Codon 20 appears to be the strongest
site under positive selection with a Bayes factor of 879.01 (posterior probability of 0.99).
Codon 110 was under high diversifying selection as apparent from both the REL (posterior
probability of 0.98) and IFEL (p-value of 0,003) methods (Table 3). The contribution of this
site to adaptive evolution may, therefore, be particularly strong. The IFEL procedure revealed
a substantially lower number of positions to be evolving under positive selection. Indeed, only
four positions were positively selected by this method (Table 3). Nevertheless, most of these
positions detected using IFEL were also obtained with both HYPHY REL and SELECTON
methods.

We also investigated the signature of positive selection based on the Ka/Ks ratio by
applying the empirical Bayesian method as implemented in SELECTON (Stern et al., 2007).
Results from SELECTON server show good agreement with those obtained using HYPHY.
However, more sites (14 in total) were identified as positively selected with SELECTON than
HYPHY (Figure 4). Since codon sites under positive selection were shown to evolve on many
virus functions (Rajaméki and Valkonen 1999, 2002 ; Puustinen et al., 2002), mutations at the
amino acid positions subjected to positive selection in the P1 of RYMV can be expected to
play a role in RNA silencing suppression.

In total, 18 sites were identified to be positively selected by both HYPHY and
SELECTON. These amino acid positions were targeted for mutagenesis analysis to test
whether or not they are involved in RYMV P1 protein silencing suppression activity. To
achieve this, four P1 protein mutants (codons 20, 54, 66, and 110), each having a single

mutated amino acid, were produced (Table 4) and theirs biological effects on RNA silencing
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suppression were evaluated. These four positions mutated were chosen because of their
strongly identification by both SELECTON and HYPHY IFEL, an appropriate method for
identifying sites having biologic relevance to the fitness of the host (Cavatorta et al., 2008).
This choice was also based on their specific position in the P1 sequence. Indeed, the
positively selected site 66 is located between the two first cysteins of the putative zinc finger
motif (Figure 2) which kind of motif has been reported to be crucial for silencing suppression
activity (van Wezel et al., 2003). Codon 20, 110 are located at the 3’ end of a helix, 66 and 54

are them located at the coil (Figure 2).

Table 3 : Positively selected sites detected using HYPHY server in RYMV P1 sequences

Codon position IFEL REL

in P1 sequences p value Bayes factor Posterior probability
12 0.073
20 879.01 0.99
21 109.62 0.93
45 143.84 0.95
51 103.86 0.93
54 55.26 0.87
66 0.065 80.44 0.91
74 67.59 0.9
98 0.099 86.02 0.91
99 241.18 0.97
110 0.003 398.44 0.98

Table 4 : Description of RYMV P1 mutants and their suppressor activity

Mutants codon Amino acid* Suppressor
label Wild type changed Wild type changed activity**
P1-A20T GCC ACC Ala (HNP) Thr (HPU) Increased
P1-K54G AAG GGG Lys (HPC) Gly (HPU) Increased
P1-Q66R CAG AGG GIn (NHPU)  Arg (NHPC) Increased
P1-Q110D CAA GAC Gln (NHPU)  Asp (NHPC) decreased

* : the chemical nature of each amino acid is indicated in parenthesis. HNP, Hydrophobic non polar ; HPU, Hydrophobic
polar uncharged ; HPC, Hydrophobic polar charged ; NHPU, Non hydrophobic polar uncharged ; NHPC, Non hydrophobic
polar charged.

** : relative to wild type P1 suppressor activity
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Figure 4: Color Coded Selecton results for RYMV P1 Sequences. Nonsynonymous :
synonymous (dN :dS) ratios using the output from the Selecton program. Shades of yellow (1
and 2) indicate a dN :dS ratio of > 1 or positive selection. Any shade of bordeaux (3-7)

indicates a dN :dS ratio of < 1 or purifying selection.

Effect of P1 mutation on RNA silencing suppression

Point mutations corresponding to amino acid positions 20 (Ala to thr), 54 (Lys to Gly),
66 (Glu to Arg), and 110 (Glu to Asp) were introduced in the P1 sequence of the Tanzanian
isolate TZ3, the strongest suppressor identified by Siré et al. (2008). Each wild-type amino
acid was changed into an amino acid existing naturally in at least one wild-type isolate and
having different properties including charge, and hydrophobicity. This was to avoid possible
alteration of the P1 protein structure due to the replacement of an amino acid which not exists
naturally. The resulting genomic-length plasmids containing the amino acid substitutions were
named P1-A20T, P1-K54G, P1-Q66R, and P1-Q110D (Table 4). The effect of P1 mutations
A20T, K54G, Q66R, and Q110D on RNA silencing suppression was assessed. The location
of each mutation, its nature, and the effect on silencing suppression are summarized in table.
Expression of GUS activity after infiltration of Agrobacterium containing the dual constructs
with each P1 mutant was tested in N. benthamiana wild type plants. Gus activity was

quantitated by fluorimetry and compared relative to that of P1 from tissue expressing the wild
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type RYMV P1 construct (TZ3) (Figure 5). To identify the optimal time to monitor PTGS
suppression in the transient infiltration system, a time-course analysis was done. Leaves of
wild type N. benthamiana plants were infiltrated with combination of Agrobacterium
containing empty vector (mock), single GUS, and dual GUS + P1 expression vectors. Leaves
were collected every day until the seventh day postinfiltration (dpi).

GUS mRNA was silenced after co-infiltration in the absence of a suppressor activity,
whereas in the presence of empty vector. The silencing suppression profiles of the reference
suppressor P1-Tz3 and P1-Mgl the strongest and the weakest, respectively, are depicted in
figure SA. The mutational effects of P1 on RNA silencing suppression activity is shown in
Figure 5B. GUS expression was detectable 2 dpi. For each reference suppressor (P1-Tz3 and
P1-Mgl), two GUS activity peaks were observed, one at 2 dpi and a second one at 4 dpi for
P1-Tz3 (Figure 5A). However, for the weak suppressor P1-Mgl the second peak appears at 5
dpi. The mutants, P1-A20T, P1-K54G, and PI1-Q66R, exhibited more RNA silencing
suppression activity than that of wild type. As shown in Figure 5B, co-infiltration of each of
these mutants increased accumulation of GUS activity relative to wild type. The different
types of P1 were ranked in order of RNA silencing suppression activity as follows : Q66R >
K54G > A20T > WT=P1Tz3 > Q110D. These results indicate that the mutations affect the
RNA silencing suppression activity of the P1 protein. For mutants P1-A20T and P1-K54G,
the time-course experiment indicated that GUS activity increased until days 4 and 5
respectively after which there was little or decrease. In contrast, co-infiltration of pCaK7-
GUS with P1-Q66R resulted in continuous increase in GUS activity over 7 days. Mutation
Q110D induced a significant reduction in GUS activity over the 7 days (Figure 5B). Taken
together, our data demonstrate that mutations on the site under positive selection change the

profile, and the capacity of RNA silencing suppression.
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Figure 5. Effect of RYMV (isolate Tz3) P1 mutants on accumulation of B-glucuronidase
(GUS) activity after Agrobacterium-mediated, transient expression of the GUS product. The
means and standard deviations are shown. The values of GUS activity are the averages of
values obtained from more than eight independent N. benthamiana leaves, which two leaves
per plants were used, for each tested treatment (28 plants per treatment). Mo = mock, is the
control with empty vector ; GUS = GUS activity due to GUS construct only. GUS activity of
the controls Tz3 (strongest suppressor) P1 proteins A20T, K54G, Q66R, Q110D represent GUS

activity after co-infiltration of GUS construct + each mutant, respectively.

DISCUSSION

To gain insights into the molecular variability of RYMV P1 protein, the sequences of
RYMYV P1 and CP (the most variable region of RYMV genome) of 44 isolates have been
compared. Our result showed that the P1 gene was more variable than CP ones which is in
agreement with results of an earlier study (Fargette et al, 2002). RYMV Pl is a
multifunctional protein which is involved in virus replication and cell-to-cell movement
(Bonneau et al., 1998), and in silencing suppression (Voinnet et al., 1999 ; Siré et al., 2008).
This is consistent with the correlation of sequence variability with host adaptation, as shown
by Siré et al. (2008) for P1. Indeed, according to P1 diversity, they found considerable
diversity in their ability to suppress RNA silencing. The high diversity observed in the
suppressor P1, might explain its suspected multi mode of action on silencing pathway.
However, adaptation to particular hosts, agro-ecologies, different modes of transmission may

affect sequence variability differently in P1 and CP.
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For the tree obtained from the P1 sequences, the clustering of isolates did not correlate
with the geographical origin. The lack of congruence between CP and P1 might be explained
not only by the restricted length of the P1 (low phylogenetic signal) but also by the difference
in selection pressure between the two genes. However, within most virus genera, different
genes usually have the same phylogenies, indicating that their evolution has been linked, that
they have experienced the same speciation events and have co-diverged (Gibbs et al., 1997).
In contrast to earlier study, where it was showed that the phylogenetic trees based on RYMV
P1 and CP genes displayed a similar pattern (Fargette et al., 2002), our results demonstrated
that the topology of these genes are different. This can be due to positive selection events.
This was supported by analyses of the P1 sequences which showed that 18 amino acids were
under positive selection. Considering these results, we can conclude that adaptation played a
major role in RYMV evolution. Our results are in contradiction with those obtained by
Fargette et al. (2004), and the fact these authors found no amino acid sites under positive
selection in full-genome analyses, reinforced our hypothesis. Our results also indicated that, in
contrast to CP, the P1 gene is not a reliable typing tool to assign the RYMV isolates to main
clades. Also assessing phylogenetic relationships of RYMYV isolates with the P1 sequence is
not recommended.

In this study, we showed that the multifunctional P1 protein of RYMV is under
positive selection based on statistical analyses that consider the rate of accumulation of
synonymous and nonsynonymous nucleotide substitutions across an alignment. Positive
selection on a RNA silencing suppressor gene has never before been documented. Hence, we
investigated the role of positively selected amino acids in RNA silencing suppression. We
demonstrated that the four amino acid sites under positive selection, identified in this study,
exert a strong effect on the P1 suppression activity. Mutational effects on suppressor activity,
measured in a transient expression assay, ranged from negative effect (decreasing of the GUS
activity relative to the wild type) to positive one. Three single mutations induced a significant
increase in suppression activity and only one mutation (Q110D) induced a significant
decrease activity. Among them, none point mutation has been able to abolish the RNA
silencing suppressor activity of P1. Our results are consistent with those obtained by Sir¢ et
al., (2008) but contrasts with Tomato bushy stunt virus suppressor pl9 where a single
mutation (G72) has been sufficient to abolish RNA silencing suppressor activity (Qiu et al.,
2002). This confirmed the hypothesis that RNA silencing suppression involved several sites
or domains in P1 as well as identified for PVX p25 suppressor protein (Bayne et al., 2005).
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This work provided evidence that, sites of RYMV P1 under positive selection, is
directly involved in P1 RNA silencing suppression efficiency because mutagenesis at these
positions resulted in increase or decrease of RNA suppressor activities. Our results are
consistent with those reported by Torres-Barcelo et al. (2008) who identified hypo — and
hypersuppressors by amino acid substitution in the HC-Pro RNA silencing suppressor protein.

In several previous studies, authors examining biological effect of an amino acid
substitution before determining whether this site or motif is subject to positive selection.
Indeed, codons 116 and 118 of the VPg of Potato virus A (PVA) identified by Moury and
coworkers (2004) as under positive selection, correspond to major virulence determinants
(Rajaméki and Valkonen 1999, 2002). The codon at position 185 of the VPg of PVA also
affects its systemic movement in S. commersonii (Rajaméki and Valkonen 2002), which is
associated with alterations in phosphorylation of the VPg (Puustinen et al., 2002).
Interestingly, our finding demonstrated that, on the basis of bioinformatics analysis ; it is
possible to assign a biological significance to a molecule site.

In a similar study, Siré et al. (2008) created single amino acids substitution mutants of
RYMYV P1 based on difference between the strong suppressor (Tz3) and the weak one (Mgl).
Each mutant was evaluated for its ability to suppress RNA silencing using agroinfiltration
test. They found that the conserved cystein at position 95 belonging to the putative zing finger
domain is essential for the cell-to-cell movement. They also demonstrated that the conserved
cystein at position 64 and phenylalanine at position 88 involved in the efficiency of silencing
suppression activities of the Tanzanian P1 protein. However, the non conserved site 88 was
not detected by positive selection analyses, which suggests that variations at this site confer
too large fitness penalties in natural population of RYMV. Similar results were found by
Moury et al. (2004) where amino acids whose variation drastically affect aphid transmission
(Liu et al., 2002) were not identified to be under positive selection.

In this study we provided evidence that several amino acid sites in the RYMV
movement protein P1 are under Darwinian evolution. By synthetically changing the residues
at sites predicted to be under positive selection, which are the sites most likely to be of
functional importance, it is possible to modify the RNA silencing activity of these molecules

and gain insight into their mechanism of activity and theirs used in biotechnology.
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As biotechnological applications, our results could be very useful. For example,
mutants A20T, Q54G, and Q66R increase the GUS activity until day 4, 5, and 7 respectively.
At this state, the activity of the GUS is at its maximum and this can be exploited when these
RNA suppressors, improved by mutation, will be use to produce recombinant proteins.
Indeed, recent studies showed that it is possible to increase the level of anti-leishmania
vaccine expression in tobacco and rice by using an amplicon system based on the RYMV and
its appropriate P1 RNA silencing suppressor protein (Siré et al., 2006 ; Sérémé et al., 2008b).
Also, leaves co-expressing HC-Pro from TEV (Tobacco etch virus) and a PVX (Potato virus
X)/Gus amplicon accumulate GUS to about 3 % of total proteins (Mallory ef al., 2002a). The
effect of pl9, in a similar transient expression system, was estimated to enhance 50-fold
enhancement the abundance of the protein (Voinnet ef al., 2003). In our case, mutants P1-
A20T, P1-Q54G, and P1-Q66R could be use in the production of recombinant protein. In this
case, leaves for protein of interest extraction must be harvested at the date where the

suppressor is at its maximum activity in order to improve protein product.

CONCLUSION

Plant genomic studies have produced large quantities of sequence information that
await functional analysis. The recent discoveries of RNA silencing and RNA silencing
suppressors have provided new avenues for high-throughput reverse genetics approaches to
determine the functions of plant and virus genes. Through our work, we provided strong
evidence that is possible by sequence analysis as well as site under positive selection
identification, to detect molecular adaptation in generating interesting hypotheses to be
verified through laboratory experiment. In addition, we showed the use of improve RNA
silencing suppressor in biotechnology as well as recombinant protein production. In a future,
additional effect due to the combination of different suppressors may be explored using
transient expression assay in order to improve recombinant protein product. Indeed, it is
possible that a combination of several suppressors, in recombinant protein production, had an

enhancement effect more than either alone.
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5.1. La protéine P1 de Imperata yellow mottle virus supprime le silencing dans N.

benthamiana

Résumé

Le génome des sobémovirus est constitu¢ de quatre cadres de lecture ou ORFs
conservant entre eux la méme organisation génomique. L’extrémité 5’ du premier ORF code
la protéine P1 qui est la protéine la plus variable. A ce jour, seules les protéines P1 de deux
sobémovirus, Rice yellow mottle virus (RYMV) et Cocksfoot mottle virus (CfMV), ont été
caractérisées comme des suppresseurs de silencing. Aucune fonction n’a été attribuée a la
protéine P1 du Imperata yellow mottle virus (IYMV). En utilisant la technique d’expression
transitoire, nous avons montré chez Nicotiana benthamiana sauvage et transgénique 16c¢, une
plante non hdéte, que cette protéine est un suppresseur de silencing. Elle interfére avec le
silencing local et systémique. Cependant, son mode d’action reste inconnu. La suppression de
silencing local de la protéine P1 du IYMYV (isolat Burkinabé) est plus forte comparée a P1-
Tz3 du RYMV. Le suppresseur [YMV est un hypersuppresseur par rapport a la protéine P1-
Tz3 du RYMV.

Mots clés : sobémovirus, P1, Imperata yellow mottle virus, suppresseur, silencing

Introduction

Le silencing est un mécanisme hautement conservé entre especes. Il permet d’éteindre
I’expression d’un geéne de manicre séquence-spécifique en utilisant I’ARN double brin (db)
pour induire la dégradation de I’ARN messager homologue. Dans les cellules eucaryotes, le
silencing joue un réle dans la défense contre les virus (Ding et Voinnet, 2007), les ¢léments
mobiles (Wu-Scharf et al., 2000), et dans la régulation du développement (Hutvagner et al.,
2001 ; Ketting et al., 2001). Le silencing s’opere selon diverses voies, mais elle dépend d’une
cascade d’éveénements communs qui est activée par des molécules d’ARNdb. Ces ARNdb
sont clivés en ARNs duplexes de 21 a 24 nt par I’enzyme Dicer et ses homologues. L’un des
deux brins de siARNSs est alors incorporé dans le complexe RISC (Baumberger et Baulcombe,
2005). Ce complexe va dégrader les molécules d’ARNsb cellulaires qui présentent une
séquence nucléotidique identique a celle des siARN comme le génome d’un virus infectant

une plante transgénique ou son transcrit (Voinnet, 2001 ; Waterhouse et Fusaro, 2006).
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La plupart des virus de plantes ont un génome constitu¢ d’ARNsb (Hull, 2002). Ils
passent alors par un intermédiaire ARNdb au cours de leur réplication et sont de ce fait les
cibles et les inducteurs du silencing. Cependant, les virus ont a leur tour évolué et certaines de
leurs protéines sont capables de supprimer le silencing (Voinnet, 2005). Ces protéines, bien
qu’elles ne partagent pas de similitudes au niveau de leur séquence et de leur structure
interférent avec le silencing a différents niveaux (Roth et al, 2004). La plupart des
suppresseurs de silencing agissent en séquestrant les petits ARNs (siARN) qui ne sont plus
alors disponibles pour le complexe RISC (Lakatos et al., 2004 ; Silhavy et al., 2002 ; Lakatos
et al., 2006 ; Merai et al., 2005). Cependant, des suppresseurs de silencing agissant selon
différents mécanismes ont également été décrits (Baumberger et al., 2007 ; Trinks et al.,
2005 ; Wang et al., 2005 ; Zhang et al., 2006). L’identification et la caractérisation des
suppresseurs de silencing sont donc importantes pour comprendre les mécanismes de
silencing.

Le génome des sobémovirus est constitué¢ d’ARN simple brin positif (Tamm et Truve,
2000) arborant quatre cadres de lecture ouverte dont deux sont chevauchants (Meier et Truve,
2006 ; Balke et al., 2007). A ce jour, les séquences complétes de 10 sobémovirus sont
disponibles dans les bases de données parmi lesquels neuf sont reconnus par ’ICTV et un, le
virus de la panachure jaune du chiendent (Imperata cylindrica) (IYMV) a été récemment
identifi¢ (Sérémé et al., 2008a). Ce nouveau virus, a I’image des autres sobémovirus, a un
génome constitué¢ de quatre cadres de lecture ouverte et posséde une gamme d’hote restreinte
aux monocotylédones (Sérémé et al., 2008a). L’ORF1 des sobémovirus code une protéine P1
qui est requise pour le mouvement systémique chez le RYMV et le CIMV (Bonneau et al.,
1998 ; Meier et al, 2006). Malgré I’absence d’homologie entre les protéines P1 des
sobémovirus, elles pourraient avoir la méme fonction. C’est le cas des protéines P1 du RYMV
et du CfMV qui sont tous deux capables de supprimer le silencing (Voinnet et al., 1999 ;
Sarmiento et al., 2007 ; Siré et al., 2008). A ce jour, aucune fonction n’a été définie pour la
protéine P1 du IYMV. Cependant, comme I’organisation génomique est similaire chez tous
les sobémovirus et qu’il existe une trés grande diversité fonctionnelle pour la suppression de
silencing, il est probable que la P1 du IYMV puisse également jouer un rdle dans la
suppression du silencing. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons investigué la capacité
de suppression de la protéine P1 de ce nouveau sobémovirus chez Nicotiana benthamiana,
plante non héte, mais qui est la plante modele pour évaluer la capacité de suppression de
silencing d’une protéine. Les applications biotechnologiques qu’offrent les suppresseurs de

silencing constituent une autre raison pour étudier 1’effet de la protéine P1 du IYMV sur la
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suppression. En effet, la recherche de protéines suppresseurs a forte capacité¢ de suppression
est primordiale pour produire des protéines d’intéréts industriels dans les plantes. C’est ainsi
que I’ORF1 du IYMV a été cloné dans un plasmide binaire et sa capacité a supprimer le
silencing a ¢té testée dans le tabac N. benthamiana a 1’aide de la technique d’expression
transitoire par co-infiltration.

Nous présentons ici des données qui montrent que la P1 du [YMV est un suppresseur
de silencing capable d’interférer avec le silencing local et systémique, puis nous discutons de

ses implications en biotechnologies.

Matériel et méthodes

Matériel végétal

La mise en place de I’activité de suppression associée a un virus donné peut se faire de
différentes facons. Pour notre étude, nous avons utilisé deux lignées de tabac : La lignée N.
benthamiana sauvage et la lignée N. benthamiana 16¢ provenant du laboratoire de D.
Baulcombe qui exprime constitutivement le transgéne GFP (Ruiz et al., 1998). Les plantes de
cette lignée apparaissent donc verte sous lumiére UV, tandis qu’une plante sauvage apparait
rouge a cause de ’autofluorescence de la chlorophylle. On peut induire le silencing du
transgene GFP dans ces plantes en infiltrant une suspension d’agro-bactéries renfermant un
plasmide recombinant pBin-GFP ou le géne GFP est cloné en aval du promoteur 35S
(Voinnet et al., 1998). Suite a cette infiltration, le T-DNA portant la construction GFP va
s’insérer au hasard dans le génome de la plante et il y aura expression de la GFP a la fois a

partir de ce dernier et du transgene intégré de facon stable dans la plante.

Méthodes

Les constructions de plasmides

L’ARN total extrait de feuilles de 1. cylindrica infectées par [IYMV a été utilisé pour
I’amplification de la P1. L’ORF1 a ét¢ amplifi¢ par transcription inverse suivie de PCR (RT-
PCR) avec les amorces spécifiques 5’-SDiymvH (5°-
GGAAGCTTGATTTTGAGCCTACTTCCAC-3) et 3’-SDRiymvX (5°-
GGTCTAGATCAGTCCGAGTCCGACCTATC-3’) contenant les sites de restriction
appropriés Hindlll et Xbal. Le fragment ainsi généré a été cloné dans le plasmide pGEMT-
easy (Promega) et appelé pGEMT-P1. L’ORF1 a ensuite été digéré du plasmide pGEMT-P1
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par les enzymes de restriction HindlIll et Xbal et cloné dans le plasmide binaire pCaK7
(Sérémé et al., a soumettre) pour générer la cassette de clonage placée sous le controle du
promoteur 35S et du terminateur Nos pour donner pCaK7-P1. Chaque construction binaire
(pCaK7-P1, pCaK7-PIRYMV et pCaK7-GUS) a ¢été utilisée pour transformer, par
¢lectroporation, la souche GV301 d’4. tumefaciens puis sélectionné sur le milieu de culture
LB contenant 50 mg kanamycine. ml”'. Agrobacterium portant la P1 du IYMV est appelée
35S-1-P1, celle portant la P1 de I’isolat Tz3 du RYMYV, un suppresseur bien caractérisé, est
nommeée 35S-R-P1 et est utilisée comme témoin positif. 35S-GUS désigne A. tumefaciens
portant le gene GUS. La souche C58C1 d’A4. tumefaciens contenant le plasmide pBin61-GFP,
appelé 35S-GFP, a été gracieusement fournie par Dr D. Baulcombe (Sainsbury Laboratory,
John Innes Centre, Norwich). Toutes les constructions ont été¢ vérifiées par séquencage

nucléotidique.

Agroinfiltration des plantes

Pour tester si la P1 du IYMV est capable de supprimer le silencing, nous avons
d’abord co-infiltré les feuilles de tabac de la lignée sauvage N. benthamiana avec 35S-I-P1 et
35S-GUS. Parallélement, 35S-GUS a été co-infiltré avec le vecteur vide et a servi de témoin
négatif. Afin de comparer la capacité de suppression de la protéine P1 du IYMV a celle du
sobémovirus RYMYV, 35S-R-P1 été co-infiltré avec 35S-GUS. La co-infiltration a été réalisée
comme décrit par Siré et al. (2008). La méthode de Bradford (1987) a ét¢ utilisée pour la
quantification des protéines. Le dosage de D’activit¢ enzymatique GUS a ¢été faite par
fluorimétrie (Siré et al., 2008).

Afin de confirmer les résultats obtenus avec les lignées sauvages N. benthamiana les
feuilles de tabac de la lignée transgénique 16¢ (Ruiz et al,, 1998) ont ensuite été co infiltrées
avec 35S-I-P1 et 35S-GFP. La capacité¢ de suppression de la protéine P1 du I[IYMV a été
comparée a celle du RYMV. La fluorescence de la GFP a été mesurée sous lumicere UV a
I’aide d’une lampe UV (Black Ray B-100AP High Intensity UV) et photographiée avec un
appareil photo numérique (Olympus C-5050 zoom digital).

Résultats

La P1 du IYMYV supprime le silencing local
IYMV a ¢té testé afin d’identifier des suppresseurs de silencing par le test agro

infiltration sur des plants de tabac sauvages et transgéniques 16c, N. benthamiana. La
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séquence codant la protéine P1 a été clonée dans un vecteur binaire sous le contréle d’un
promoteur 35S du virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV) et exprimée dans les feuilles de
tabac par infiltration avec 4. tumefaciens. Le mélange d’une souche d’Agrobacterium portant
différents ORF (ORF1-IYMV, ORF1-RYMV) avec une autre souche exprimant I’inducteur
de silencing 35S-GUS ou 35S-GFP a ¢été co-infiltré dans les feuilles de N. benthamiana
sauvage et transgénique 16c et la cinétique de la suppression du silencing a été suivie durant 7
jours.

Avec les plantes de tabac sauvages, I’analyse des feuilles infiltrées, a partir du
deuxiéme jour apres infiltration (jai), montre que dans les tissus co-infiltrés avec 35S-GUS et
le vecteur vide, ’expression de la protéine GUS est trés faible car il est soumis au gene
silencing. Par contre, dans les feuilles co-infiltrées avec 35S-GUS en présence du suppresseur
de silencing P1 de I’isolat Tz3 du RYMV (35S-R-P1) ou de la P1 du IYMV (35S-I-P1),
I’expression de la protéine GUS augmente fortement, traduisant une inhibition du silencing en
présence de ces deux protéines P1. Ce résultat démontre que la protéine P1 du IYMV est un
suppresseur de silencing capable d’inhiber le silencing local. Ces expériences ont été répétées
au moins trois fois sur 10 différents plants de N. benthamiana.

P1 est la protéine la plus divergente du genre Sobemovirus et ne ressemble a aucune
autre protéine connue (Tamm et Truve, 2000). Des 10 sobémovirus entiérement séquenceés, la
protéine P1 du IYMV présente la plus faible identit¢ de séquence (3,9 %) avec la P1 du
Ryegrass mottle virus (RGMoV) tandis que la protéine P1 du Lucerne transient streak virus
(LTSV) a la plus forte identité de séquence (24,3 % max) avec la plupart des séquences
protéiques alignées (Figure 1). Afin de comparer la suppression de silencing de la protéine P1
du IYMV avec celle d’un autre sobémovirus, le plasmide contenant la protéine P1 de I’isolat
Tanzanien Tz3 du RYMV (35S-R-P1) a été co-infiltré. L’analyse des tabacs sauvages co-
infiltrées avec 35S-GUS en présence de 35S-R-P1 et de 35S-I-P1 montre un profil de
suppression différent entre les protéines P1 du RYMV et IYMV. En effet, avec la P1 du
RYMYV on observe 2 pics de suppression ; le premier a 2 jai et le second a 4 jai. Par contre
pour le IYMV, on note un pic unique de suppression a 4 jai. Ainsi, a 2 jai, D’activité
enzymatique du géne GUS est plus forte avec 355-R-P1 comparativement a 35S-I-P1. Par
contre a 4 jai, I’activité enzymatique du géne GUS est maximale avec 35S-I-P1 (Figure 2). A
ce stade, la production de la protéine GUS due a la présence de la P1 du [IYMV a été
multipliée par 12.

La capacité de suppression de la protéine P1 du [YMV a ¢été confirmée par une autre

méthode utilisant 1’agro-infiltration des plants de tabac transgénique 16c (Figure 3). Le
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silencing de la GFP a été observé a 4 jai, sous la lumiere UV, par une coloration rouge au
niveau des feuilles co-infiltrées avec 35S-GFP et le vecteur vide marquant ainsi la non-
expression de la protéine GFP. Par contre, a la méme date, les feuilles co-infiltrées avec 35S-
GFP en présence du 35S-1-P1 ou 35S-R-P1, présentent une coloration verte due a I’expression
de la GFP (Figure 3). La différence d’intensité de la coloration verte observée au niveau des
feuilles infiltrées (ou patch) indique que la P1 du IYMV supprime fortement le silencing

dirigé contre le transgéne GFP dans la lignée N. benthamiana 16c.
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Figure 1 : Alignement de la séquence protéique des P1 de différents sobémovirus montrant
les différences d’acides aminés dans les séquences. Les sobémovirus comprennent : Cocksfoot
mottle virus (CfMV, NC002618), ryegrass mottle virus (RGMoV, EF091714), rice yellow
mottle virus (RYMV, AJ608218), lucerne transient streak virus (LTSV, NC001696),
southern bean mosaic virus (SBMV, L34672), subterranean clover mottle virus (SCMoV,
NCO004346), sesbania mosaic virus (SeMV, AY004291), southern cowpea mosaic virus
(SCPMV, NCO001625), turnip rosette virus (TRoV, NC004553) et Imperata yellow mottle
virus (IYMV, AM990928).
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Figure 2 : Effet de la protéine P1 du IYMV sur ’accumulation de I’activité¢ de la (-
glucuronidase (GUS) aprés agro-infiltration. La déviation standard est indiquée. Les valeurs
de Dactivit¢ du GUS sont les moyennes des valeurs obtenues a partir de 10 feuilles
indépendantes de N. benthamiana. MOCK : témoin avec le vecteur vide ; 35S-GUS : activité
GUS issue de la co-infiltration du vecteur 35S-GUS et du vecteur vide ; 35S-R-P1 et 35S-1-
P1 : activit¢ du GUS obtenue apres co-infiltration des vecteurs P1-RYMV ou P1-IYMV en
présence du vecteur 35S-GUS.

35S-GFP 35+S'GFP 35S-GFP
+
35S-R-P1 355-1.P1

Figure 3 : Effet de la protéine P1 du IYMV sur le silencing local chez Nicotiana
benthamiana 16C. Agro-infiltration avec les vecteurs 35S-GFP en présence des vecteurs P1-
RYMV ou PI-IYMV. Les plantes sont éclairées avec une lampe UV (Black Ray B-100AP
High Intensity UV) et photographiées a I’aide d’un appareil photo numérique (Olympus C-
5050 zoom digital) a 4 jai.
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La P1 du IYMYV interfére avec le silencing systémique

Nous avons ensuite étudié 1’effet de la P1 du IYMYV sur le silencing systémique. Les
feuilles de la lignée 16c¢ ont été infiltrées et la progression du silencing a été observée pendant
21 jours. Chez les plantes infiltrées avec 35S-I-P1, le silencing systémique caractérisé par la
perte de la fluorescence au niveau des jeunes feuilles émergentes, est absent chez les plantes
observées a 15 jai (Figure 4). En revanche, le silencing systémique se développe tres
rapidement chez les plantes infiltrées seulement avec 35S-GFP, elles apparaissent rouge sous
lumiere UV (Figure 12). Ces résultats, bien que qualitatifs et préliminaires, démontrent que la
protéine P1 codée par ’ORF1 du IYMYV est capable d’interférer avec le silencing systémique

en supprimant sa progression.

35S-GFP 35S-GFP 35S-GFP
+ +
35S-R-P1 35S-1-P1

Figure 4 : Effet de la protéine P1 du IYMV sur le silencing systémique chez Nicotiana
benthamiana 16C. Agroinfiltration avec les vecteurs 35S-GFP en présence des vecteurs P1-
RYMV ou PI-IYMV. Les plantes sont éclairées avec une lampe UV (Black Ray (B-100ap
High Intensity UV) et photographiées a 1’aide d’un appareil photo numérique (Olympus C-
5050 zoom digital) a 15 jai.

Discussion

Dans cette étude, la protéine P1 du sobémovirus [YMV a été testée pour sa capacité a
inhiber le silencing. Le test de co-infiltration de lignées sauvages et transgéniques 16¢ de
tabac a montré que la P1 est capable de supprimer le silencing local et systémique induit par
un gene rapporteur GUS ou GFP. Nous avons également démontré que les sobémovirus
IYMV et RYMV présentent des profils spécifiques dans la suppression de silencing (Figure
2). Ces résultats et ceux rapportés par Sarmiento et al. (2007) qui ont montré que la P1 du

CfMV est un suppresseur de silencing moins efficace que celui du RYMV suggerent
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fortement que la protéine P1 des sobémovirus a une fonction conservée qui est la suppression
de silencing. Des protéines homologues codées par des virus appartenant a d’autres genres,
tels que la P19 des tombusvirus et la HC-Pro des potyvirus, ont également été identifiées
comme des suppresseurs de silencing (Ye et al., 2003 ; Vargason et al., 2003 ; Johansen et
Carrington, 2001 ; Mallory et al, 2002b). Cependant, ce qui est révélé ici chez les
sobémovirus, ¢’est que malgré 1’absence d’homologie entre les P1 du CfMV, du RYMYV et du
IYMYV, elles partagent la méme fonction a savoir la capacité de leur protéine P1 a supprimer
le silencing. C’est aussi le cas des protéines PO codées par les polerovirus, lesquelles ne
partagent aucune homologie ni entre elles, ni avec d’autres protéines suppresseurs codées par
des virus (Mayo et Miller, 1999 ; Tamm et Truve, 2000, Mangwende et al., 2009) et pourtant,
elles sont capables de supprimer le silencing (Pfeffer ef al., 2002). Les protéines PO de trois
polerovirus testés (Beet western yellows virus, Potato leaf roll virus, Cucurbit aphid-borne
yellows virus) sont des suppresseurs de silencing. La protéine PO d’un quatriéme polerovirus
(Sugarcane yellow leaf virus) vient d’étre récemment caractérisée comme suppresseur de
silencing (Mangwende et al., 2009). Il est probable que cette divergence des séquences
traduise des mécanismes moléculaires de suppression différents. A travers cette étude nous
avons montré qu’il existe une grande variabilité dans la suppression de silencing par les
protéines P1 du IYMV et du RYMV. Sarmiento et al. (2007) avaient aussi mis en évidence
une différence significative dans la force de suppression de silencing par les protéines P1 du
RYMYV et du CfMV. Une variabilité dans la suppression de silencing par différents isolats de
RYMYV a également été rapportée (Siré ef al., 2008). Cette variabilité intra- (cas du RYMV) et
inter-spécifique (cas des sobémovirus) constatée dans 1’activité de suppression de silencing
pourrait s’expliquer par la forte diversité de la protéine P1 des sobémovirus (seulement 3,9 %
d’identité max). Les résultats récents obtenus par Senshu et al. (2009) avec les protéines
TGBpls du PIAMV (Plantago asiatica mosaic virus, Potexvirus ) et du TVX (Tulip virus X,
Potexvirus), renforcent cette hypothése. En effet, les protéines TGBpls de ces deux
potexvirus présentent une forte homologie de séquences de I’ordre de 69 % d’identité et ont
un niveau d’activité de suppression similaire.

En somme, nos résultats suggerent que la suppression de silencing est un mécanisme
vital qui a été mis en place de fagon indépendante chez les virus appartenant au méme genre
et qui existerait probablement chez tous les virus.

Par ailleurs, le fait que le profil de suppression présente 2 pics pour la P1 du RYMYV et
un seul pic pour [IYMV suggére aussi un mode d’action différent pour ces deux suppresseurs.

Cette activité qui apparait sous forme de deux pics est une caractéristique de PI-RYMV et a
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déja ¢été observé dans une précédente étude (Sérémé er al, 2008b). Sur le plan des
applications en biotechnologie, le suppresseur de silencing codé par [YMV est un nouvel outil
qui permettra d’améliorer la production d’une protéine d’intérét. En effet, lorsque le geéne
codant la protéine GUS est exprimé en 1’absence de suppresseurs, I’expression est trés faible a
4 jai tandis qu’en présence du suppresseur P1 du [YMV D’expression du géne est multiplice
par un facteur 12. La sur-expression de protéines d’intéréts induit par 1’utilisation de
suppresseurs de silencing a déja été¢ rapportée. C’est le cas du RYMV (Siré et al.,, 2006 ;
Sérémé et al., 2008b) ou 1’utilisation de sa protéine suppresseur P1 a permis d’améliorer de
facon significative I’expression de protéines recombinantes. I en est de méme pour d’autres
protéines suppresseurs HC-Pro du TEV (Tobacco etch virus) et P19 du TBSV (Tomato bushy
stunt virus) avec une augmentation de la production protéique de 3 et 50 % respectivement
(Mallory et al., 2002a ; Voinnet et al., 2003). Cependant, dans ces cas, les protéines ont été
exprimées dans un systéme amplicon en présence des suppresseurs ce qui suggere que
I’utilisation de la P1 du IYMV dans un tel systéme améliorerait davantage la production d’une
protéine recombinante. Un travail similaire pourra étre réalis¢ a I'INERA en utilisant
I’amplicon disponible du RYMV (partie réplicative) ou en mettant au point d’autres vecteurs
viraux comme celui basé sur le IYMV pour améliorer la production de protéines

recombinantes d’intéréts vaccinales.

Conclusion

Notre étude a permis de mettre en évidence au niveau de la protéine P1 du
sobémovirus IYMV, une activité de suppression de silencing, une propriété partagée par la
protéine P1 de deux autres sobémovirus. Avec I’identification de ce troisieme suppresseur de
silencing dans le genre Sobemovirus, nous €tablissons un lien fort entre les protéines P1 des
sobémovirus et leur fonction dans la suppression de silencing. La caractérisation des autres P1
par rapport a cette fonction devrait confirmer I’importance de la suppression de silencing dans
I’évolution des sobémovirus. Aussi, comme ce genre (Sobemovirus) est connu pour avoir des
especes inféodées a une gamme d’hote réduite, il est probable que la diversité structurale et
fonctionnelle observées chez les protéines P1 soit le reflet de cette gamme d’héte différente.
Cela restera a confirmer en produisant des clones chimériques, par exemple en utilisant le
clone infectieux du RYMV FLS5 (Brugidou et al., 1995) portant la P1 du I[YMV et tester sa
capacité¢ a infecter le mais. Enfin, des études complémentaires devront étre menées afin de

confirmer et d’identifier les mécanismes moléculaires en jeux dans la suppression locale et
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systémique. Dans ce but, I’effet de 1a P1 du [YMV sur I’accumulation des petits ARNs de 21-
24 nt devra étre évalué et comparé¢ a celui de la P1 du RYMYV (isolat Tz3) ou son effet vient
d’étre récemment mis a jour (Lacombe ef al., 2009). Enfin, les partenaires qui interagissent
avec la P1 du IYMV devront étre aussi déterminés en utilisant le systéme double hybride par

exemple.
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5.2. Etude de la suppression de silencing par la P1 du RYMV et utilisations en

biotechnologie

La protéine P1 du RYMYV a été décrite, pour la premicre fois, comme un suppresseur
de silencing par Voinnet et al. (1999) puis récemment par Siré et al. (2008). Dans cette
derniére étude, les auteurs ont mis en évidence une diversité fonctionnelle dans la suppression
de silencing par différents isolats de RYMV. Cependant, cette étude n’a porté que sur un
nombre réduit d’isolats appartenant pour I’essentiel au sérotype Ser2. L’un des objectifs de
ma theése et partant de cette étude étant d’identifier des forts et faibles suppresseurs de
silencing en vue de leur utilisation comme outils pour la sur-expression de protéines
recombinantes, nous avons ¢évalué la force de suppression d’un nombre important d’isolats
prenant en compte toute la diversit¢ du RYMV présente en Afrique de 1’Ouest. Pour ce faire,
I’ORF1 de chacun des isolats de RYMV (20) a été cloné dans un plasmide binaire et testé
pour leur capacité a supprimer le silencing dans le tabac sauvage N. benthamiana a I’aide de
la technique d’expression transitoire par co-infiltration ou « patch ». Cette étude nous a
permis d’identifier des forts et des faibles suppresseurs de silencing du RYMV et
d’investiguer sur leurs utilisations dans la sur-expression de protéines recombinantes. Les
résultats de cette étude sont rapportés dans I’article présenté ci-dessous et publié¢ dans la revue

Applied Biology and Biotechnology (Sérémé et al., 2008b).
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Le virus de la panachure jaune du riz, un outil prometteur pour la
production de protéines recombinantes d’intérét
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ABSTRACT

L’inactivation épigénétique post-transcriptionnelle (PTGS) est un mécanisme de régulation de 1’expression des génes et de
défense reposant sur la dégradation spécifique des ARN transcrits. Les virus ont développé des protéines suppresseurs de PTGS
pour contourner ce mécanisme de défense, qui bloquent les étapes intracellulaires ou de signalisation du PTGS. L’objectif de
nos travaux est d’exploiter le virus responsable de la panachure jaune du riz (RYMYV, Rice Yellow Mottle Virus) et une de ses
protéines suppresseurs de PTGS, pour produire des protéines recombinantes d’intéréts chez le riz ou le tabac. Nos résultats
montrent que I’expression transitoire d’un géne rapporteur Gus associé a un fort suppresseur permet d’amplifier son expression.
Par ailleurs, I’utilisation de I’amplicon devrait encore augmenter son expression. Nos résultats offrent des perspectives
intéressantes notamment pour la production de protéines vaccinales comme la PSA (Promastigote Surface Antigen) qui génére
une immunité protectrice contre la leishmaniose.

Mots clés : PTGS, Suppresseurs, RYMV, protéines recombinantes, PSA

The post-transcriptional gene silencing (PTGS) is a mechanism involved in regulation of gene expression and defence based on
the specific degradation of the transcribed ARN. To circumvent this mechanism, viruses developed proteins suppressors of
PTGS which block the intracellular or signal stages of PTGS. The objective of our work is to exploit the virus responsible of
rice yellow mottle disease (RYMV, Rice yellow mottle virus) and one of its proteins suppressors of PTGS, the P1 protein to
produce recombinant proteins on rice or tobacco. Our results show that the transient expression of a gene reporter as uidA
associated with a strong suppressor makes it possible to amplify its expression. In addition, the use of the amplicon should
further increase its expression. Our results offer prospects interesting in particular for the production of vaccine proteins as the
PSA (Promastigote Surface Antigen) which generates a protective immunity against leishmania.

Keywords: PTGS, Suppressors, RYMV, recombinant proteins, PSA

I. INTRODUCTION 2000). De plus, des études récentes sur les virus ont montré
d’une part leur utilité en tant que vecteur d’expression et
La production de protéines a base thérapeutiques est de d’autre part 1’existence de protéines suppresseur permettant
plus en plus envisagée. Ces protéines incluent des anticorps d’améliorer le systtme de production. En effet, les
et des dérivés d'anticorps mais également des protéines protéines suppresseur de virus ont été utilisées pour
sérum-dérivées (cytokines, hormones de croissance, contrecarrer le PTGS (Inactivation épigénétique post-
interleukines, interférons, etc.). Plusieurs outils sont transcriptionnelle) induit par un transgeéne et permettre une
actuellement disponibles pour la production de ces meilleure expression transitoire de la protéine d’intérét.
protéines hétérologues, telles que les systémes de bactéries, Notre étude est basée sur I’étude et I’exploitation du
de champignons, de mammiféres et d'insectes. Ces pathosystéeme plante/RYMV pour la production de
techniques de production, bien que trés sophistiqués et bien protéines recombinantes. Le RYMV (Rice yellow mottle
caractérisés présentent des inconvénients qui sont inhérents virus) est ’agent pathogéne responsable de la maladie de la
aux systémes de production respectifs : colit de production panachure jaune dans les rizicultures irriguées africaines.
élevé, faible rendement, pertes de fonctions. Pour cela, Cette maladie, endémique a I’ Afrique, a été décrite pour la
d’autres systémes ont été développés pour surmonter ces premicére fois en 1966 au Kenya (Bakker, 1974). Son
contraintes. Ainsi, actuellement des plantes sont utilisées génome est constitué de 4 cadres ouverts de lecture (ORF)
pour la production de protéines d’intérét (Giddings et al., (Figure 1).
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4452 ntd
ORF, ORF, B
ORF,
Sub-génomique
1100 ntd
ORF,
v
v POLYPROTEINE P2a v
P1 POLYPROTEINE P2a+2b CP
P |VPg POL

Figure 1 : Organisation génomique du virus de la panachure jaune du riz (RYMYV). P1 : protéine P1 ; PRO : Protéase ;
VP : VPg ; POL : Polymérase ; CP : Protéine de capside

L’objectif de notre étude est d’utiliser cet ennemi des
cultures rizicoles comme un puissant outil de
biotechnologies en exploitant sa forte capacité de
réplication dans toutes les cellules associées a sa capacité a
inhiber le PTGS. Cet objectif est possible grace aux
connaissances accumulées sur la diversit¢ biologique et
moléculaire et sur la disponibilité de clones infectieux
(Brugidou et al. 1995). Enfin, la simplicité de son génome
pour les manipulations moléculaires et la transmission
mécanique sont des atouts essentiels.

II. MATERIELS ET METHODES

Le matériel utilis¢é pour I’expression transitoire est
constitu¢ de plants de Nicotiana benthamiana. Les
protéines P1 proviennent d’une vingtaine d’isolats
représentatifs de la diversit¢ du RYMV. L’ORF2 (ORF,, et
ORF,;,) composent I’amplicon (Figures 1 et 5).

Application en biotechnologies : L’amplicon du RYMV
de par ses capacités de multiplication et de traduction
¢élevées dans la plante hote a été utilisé comme un vecteur
d’expression transitoire pour produire des protéines
complexes fonctionnelles dans un systéme eucaryote (Siré
et al. 2006). Cependant, un tel amplicon présent dans une
cellule végétale sera la cible du PTGS, qui va entrainer sa
destruction. Pour cette raison, l’amplicon doit é&tre
accompagné d’une protéine suppresseur de PTGS ; pour le
RYMYV nous avons utilisé sa protéine P1. Pour tester la
fonctionnalité de cette construction, une protéine rapporteur
Gus (B-D glucuronidase) codée par le géne uidd a été
utilisée.

Pour réaliser le vecteur viral (amplicon) dérivé du RYMV,
I’ORF 2 responsable de la réplication a été dissociée des
autres ORF puis clonée dans le plasmide pCambial300 a
partir du clone infectieux FL5 (Brugidou et al. 1995) sous
le contrdle d’un promoteur fort 35S du virus de la mosaique
du chou fleur CaMV et un terminateur T35S (Figure 5). Le
gene rapporteur Gus a été cloné en aval de ’amplicon a la
place de I’ORF4 en fusion avec la partie N- terminal de la
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protéine de capside codée par I’ORF4 (22 acides aminés).
Ces différentes constructions ont été co-agroinfiltrées dans
des feuilles de tabac puis I’activit¢ enzymatique de la
protéine produite par le géne rapporteur a été évaluée.

Etude de la diversité de suppression de silencing par la
protéine P1 : La protéine P1 du RYMV a été caractérisée
comme suppresseur de silencing par Voinnet et al. (1999)
puis par Siré et al. (soumis). L’objectif de cette étude est
d’évaluer ’effet propre de la protéine P1 des isolats de
RYMYV représentatifs de la diversité de I’ Afrique.

La protéine P1 de chaque isolat a été transcrite et amplifiée
par RT-PCR puis clonée dans le plasmide binaire
pCAMBIA1300 sous le controle du promoteur P35S et du
terminateur T35S du CaMV (Figure 2).

XbaI P1

|

P35s
HindIII

P35S
pCambia1300

Figure 2 : Représentation schématique des constructions générées
pour I’étude de la suppression de PTGS par différentes protéines
P1

Les constructions ainsi générées ont ¢té utilisées en co-
infiltration avec le plasmide pPCAMBIA 1305.1 contenant
le géne rapporteur codant pour la protéine Gus dans les
feuilles de tabac Nicotiana benthamiana. La technique
d’expression transitoire décrite par Voinnet et al. (2000) a
été utilisée pour évaluer la capacité de suppression de
chaque protéine P1. Un test fluorimétrique de I’activité
enzymatique de la protéine Gus a été réalisé sur les
protéines hydrosolubles extraites des feuilles agro-infiltrées
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pour évaluer la quantité de protéine d’intérét produite (GUS
dans notre cas) toutes les 24H pendant 1 semaine.

Exemple de protéine d’intérét: la PSA (Promastigote
Surface Antigen): Les leishmanioses sont un groupe
d’infections  parasitaires endémiques infectant les
mammiféres dont ’homme. Une protéine de surface de
I’antigéne appelée PSA a été identifiée et a permis
d’élaborer un vaccin canin contre la leishmaniose viscéral
ce qui représente un espoir de mise au point d’un vaccin
humain. Cependant, sa production, actuellement assurée
par I’extraction de protéines natives a partir de cultures de
protozoaires, est sujette a des contraintes: colt de
production ¢élevé, faible rendement. En outre, son
expression dans un systéme bactérien d’Escherischia coli
se traduit par des rendements encore plus faibles et par une
perte de fonctionnalit¢ des PSA et donc incapables
d’induire une réponse immunitaire. Au regard de toutes ces
contraintes, la production de la PSA dans les cellules
végétales a été envisagée. Pour cela, ’lamplicon du RYMV
a été utilisé et le géne rapporteur Gus a été remplacé par le
gene codant la PSA. Ce systéme de production transitoire
offre un potentiel important pour la production de protéines
recombinantes car il est économique, rapide et
reproductible. Il permet aussi d’assurer un taux de
production élevé et ne comporte pas de risques de
contamination avec un pathogéne humain.

II. RESULTATS-DISCUSSION

Diversité fonctionnelle de protéines suppresseurs P1 :
Nos résultats obtenus a partir de différentes P1 montrent
une forte variabilité potentielle d’intensité de suppression
du PTGS (Figure 3a). En effet, si toutes ces protéines
suppriment le PTGS, les protéines P1 des isolats n°11 ; 12
(provenant du Mali) et Tz3 provenant de la Tanzanie se
distinguent par leur forte capacité a inhiber le PTGS. On
constate que la quantité de protéines Gus sans la présence
d’un suppresseur (agro-infiltrée seule) reste faible. Par

Quantité de protéines
produites
a

yyp === ==

aM applied biology and biotechnology

contre, lorsque 1’agro-infiltration est réalisée en présence
d’un suppresseur fort, la quantité de protéines produites a
triplé, 2 jours aprés 1’agro-infiltration et multipliée par 24,
6 jours aprés (Figure 3b). Cette production doit étre
théoriquement améliorée en présence de I’amplicon lorsque
celui-ci sera pleinement fonctionnel (Figure 4).
L’utilisation de I’amplicon et des différentes protéines P1
pour améliorer la production du géne rapporteur Gus a fait
I’objet de deux Brevets dépos¢é par I'IRD
(PCT/FR05/002626, PCT/FR06/000017).

a- Activité enzymatique de la protéine Gus avec suppresseurs de PTGS

—e—Mock|

P19

Activité enzymatique en pmol/mnijg de protéine

Jours aprés agroinfiltration

b- Activité enzymatique de la protéine Gus et du plus fort suppresseur

8 -+Gus
6 —a—11

Activité enzymatique en pmol/imn/ug de
protéine

~

3 4 5 6 7

Jours aprés agro-infiltration

Figure 3: Dosage de l’activité enzymatique de la protéine Gus
produite au cours du temps en présence ou non (courbe Gus) d’un
suppresseur de silencing.

+ suppresseur de PTGS
+ amplicon

i =\

+ suppresseur de PTGS
el

24y A . .

Production améliorée
GUS x24

Figure 4 : Production de la protéine Gus seule, en présence de suppresseur de PTGS et en présence de suppresseur et d’amplicon
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Amplicon et production de protéines d’intérét : Cas de
la PSA : Les forts suppresseurs de PTGS précédemment
identifiés ont été utilisés pour améliorer le vecteur
d’expression disponible. Pour cela, la construction portant
la protéine P1 et celle portant 1’amplicon seront co-
agroinfiltrées au tabac. La protéine P1 de I’isolat Tz3, un

p35S ORF,

aM applied biology and biotechnology

des forts suppresseurs de PTGS sera utilisée. Le géne
codant pour la PSA a été cloné dans le vecteur d’expression
en lieu et place du géne rapporteur Gus (Figure 5). Cet
amplicon est en cours de validation pour son expression
dans le tabac.

| PSA

t35S

o

ORF2,

Figure 5 : Représentation schématique du vecteur viral utilisé pour la production de la protéine PSA.

IV. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les résultats obtenus avec le géne rapporteur sont
encourageants. En effet, [’utilisation de systeme
d’expression efficace associé aux suppresseurs de PTGS
permet une augmentation significative de la quantité de
protéine produite. Le géne d’intérét, la PSA, a été cloné
dans le vecteur d’expression. Les travaux sont en cours
pour la production du candidat anti-leishmaniose. Pour la
purification de la protéine produite, des améliorations
comme une séquence His-tag en N ou C-terminal de la PSA
et des séquences d’adressage pour différents compartiments
cellulaire sont en cours. Une fois la PSA produite, il faudra
vérifier la séquence et sa structure et surtout tester ses
propriétés immunologiques pour s’assurer qu’elles sont
identiques a la protéine native.
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1. Introduction

Au cours de ce travail, nous avons caractérisé deux sobémovirus en relation avec la
suppression de silencing ainsi que les applications biotechnologiques qui en découlent. Le
présent document étant une theése par insertion d’articles, les résultats sont discutés dans les
différents articles insérés. Dans ce chapitre, nous discuterons succinctement de la synthése des

résultats obtenus au cours de ces années de thése.

2. Synthése des résultats

L’objectif de notre thése était d’explorer la diversité intra- et interspécifique du
RYMYV en Afrique de 1’Ouest, au Burkina Faso et au Mali, afin d’identifier des protéines
ayant de tres forte capacité de suppression de silencing en vue de les utiliser comme outils de
biotechnologie dans la production de protéines recombinantes. La recherche de ce but nous a
d’abord conduit a évaluer la diversité interspécifique a travers la caractérisation d’un nouveau
virus et 1’¢tude de la diversification des sobémovirus et virus apparentés. Ensuite, la
caractérisation intraspécifique a consist¢ en [’évaluation de la diversité sérologique,
pathologique et moléculaire du RYMV ainsi qu’en [I’identification des contraintes
fonctionnelles de sa protéine P1 sur la suppression de silencing. Une fois la caractérisation de
la diversité terminée, nous avons déterminé les forts suppresseurs de silencing et nous les

avons testés dans un systeme de production de protéines recombinantes.

2.1. Caractérisation d’un nouveau virus et I’étude de la diversification des sobémovirus
et des virus apparentés

Les travaux réalisés nous ont permis de déterminer les caractéristiques biologique et
moléculaire d'un nouveau sobémovirus que nous avons proposé d’appeler virus de la
panachure jaune du riz (IYMV pour Imperata yellow mottle virus) en rapport avec les
symptomes de panachure jaune qu’il cause aux plantes infectées. Du fait de son appartenance
au genre Sobemovirus, IYMV n’est assigné a aucune famille de virus.

Sur le plan de la défense des cultures, IYMV infecte une culture d’une grande
importance économique a savoir le mais, deuxiéme céréale la plus consommée dans le monde
apres le riz. N’étant pas décrit par ailleurs, ce nouveau virus présente les caractéristiques d’un
virus émergent et donc constitue une menace certaine pour la culture du mais en Afrique.

D’ores et déja, au Burkina Faso, des symptomes séveres ont été observés sur la plupart des
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variétés de mais testées, ce qui confirme nos craintes sur les conséquences désastreuses d’une
éventuelle épidémie due a ce virus. En effet, sur 20 variétés de mais sélectionnées par les
généticiens de I'INERA, [YMV a été capable d’infecter 16 soit un taux d’infection de 80 %.
Sachant que ces variétés ont été sélectionnées pour leur rendement ¢élevé et surtout pour leur
résistance aux différents pathogenes (virus, insectes, les bactéries...), il apparait clairement
que nous sommes en face d’une souche virulente de virus attaquant une céréale d’une grande
importance économique qu’il faut prendre avec le plus grand sérieux. Des données obtenues
au cours de cette thése sont en cela, d’une importante contribution a la lutte contre ce
pathogene.

Les études que nous avons menées sur la caractérisation moléculaire et pathogénique
du IYMV nous ont permis de développer des marqueurs d’identification du pathogéne. En
effet, nous avons produit des anticorps polyclonaux anti-IYMV ce qui a permis de développer
un kit de détection du virus par ELISA. Ce succes s'expliquerait sans doute par le fait que le
IYMV est un virus trés immunogene. Ces résultats sont conformes a ceux rapportés par van
Regenmortel (1986) selon lesquels la plupart des virus phytovirus sont de bons immunogenes.
C'est ¢galement le cas du RYMV (Bakker, 1974; Fauquet et Thouvenel, 1977). Avec ce kit de
détection, le diagnostique du IYMV est maintenant possible. L’identification et la
caractérisation étant a la base de la mise au point de toute méthode de lutte efficace, il
apparait clairement que nos résultats sont d’une grande contribution a la lutte contre ce
nouveau phytopathogéne.

Par ailleurs, 1'application de la méthode ELISA ayant montrée des limites dans les cas
d'existence d'une grande variabilité¢ de virus (Traoré, 2006), le typage moléculaire basé sur la
détermination de la séquence de la protéine de capside permettra de lever cette contrainte.
Ainsi, cette méthode pourra étre utilisée dans le cadre de 1'étude de la variabilit¢ du [YMV
comme c'est le cas avec le RYMV (Fargette ef al., 2002b).

Toujours dans le cadre de 1'é¢tude de la diversité, nous avons estimé 1’age du RYMV a
partir de séquences hétérochrones. Cet age a été utilis€ pour calibrer la phylogénie des
sobémovirus et des virus apparentés. Nous sommes parvenus a la conclusion que la
diversification des sobémovirus et des virus apparentés remonte aux premiers stades de

l'agriculture.
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2.2. Diversité du RYMY et contrainte fonctionnelle de sa protéine P1 sur la suppression
de silencing

Le silencing étant un mécanisme basal de défense contre les virus (Jones et Dangl,
2006 ; Navarro et al., 2008), 1’objectif de cette ¢étude était d’évaluer la diversité
intraspécifique du RYMV et de mettre en évidence une relation entre cette diversité et la
suppression de silencing.

Si l'existence d'une variabilité chez le RYMYV a été rapportée par plusieurs auteurs sur
la base d'analyses sérologique et moléculaire (Fauquet et Thouvenel, 1977; Fargette et al.,
2002b) nous avons confirmé a travers cette é¢tude, en utilisant des isolats atypiques, la forte
diversité sérologique du RYMV en Afrique occidentale. En effet, les échantillons de RYMV
testés renfermaient les trois sérotypes (Serl, Ser2 et Ser-sa) rapportés en Afrique de I'Ouest, le
second centre de diversification du virus (Traor¢ ef al., 2005).

En outre, si d’importantes données sur la pathogénie du RYMV ont été obtenues par
différentes études (Pinel et al., 2000 ; Sorho et al., 2005 ; Traoré et al., 2005 ; Hébrard et al.,
2006 ;), aucune d'elles n'a permis de mettre en évidence des isolats appartenant au sérotype
Ser2 capables de contourner la résistance ¢levée. L'identification au cours de notre travail de
ces variants (Ser2) contournant la résistance élevée indique que la diversité pathogénique du
RYMYV est loin d’étre épuisée et qu’il faudrait continuer a ’explorer. Par ailleurs, ces
nouveaux résultats confirment que le mécanisme de contournement est probablement plus
vari¢ qu’on ne pouvait le prévoir au départ et qu’il faudrait en tenir compte dans la gestion de
la durabilit¢ des résistances, particulierement dans le déploiement de nouvelles variétés
résistantes au RYMV en Afrique de I’Ouest ou est rencontrée cette souche.

La protéine P1 du RYMV semble étre un bon candidat pour comprendre I’émergence
et la propagation du virus. Le fait qu'elle soit une protéine multifonctionnelle impliquée dans
le mouvement (Bonneau et al., 1998), dans le silencing (Lacombe et al., 2009), dans la
suppression de silencing (Voinnet et al., 1999) et dans la diversité de suppression (Siré et al.,
2008) conforte cette hypothése. Si c’est le cas, il doit exister des signatures moléculaires, au
niveau de la protéine P1 acquises au cours de son évolution, qui modulent ces fonctions
notamment la suppression de silencing. Pour donc identifier ces signatures, un nombre
important de séquences P1 couvrant I’ensemble de la diversit¢ du RYMYV (44 au total) a été
soumis a différentes analyses bioinformatiques. Ainsi, il a pu étre identifié plusieurs sites qui
sont sous sélection positive dont quatre se sont révélés étre trés fortement sous sélection
positive. A travers cette étude, il a été montré, par mutagenese, que dans trois cas sur quatre,

on augmentait de facon significative la suppression de silencing et que dans un cas on
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diminuait la force de suppression. Torres-Barcelo et al. (2008) ont obtenu des résultats
similaires avec la protéine suppresseur HC-Pro du Tobacco etch potyvirus. Ces auteurs par
substitution d’acides aminés ont mis en évidence des hypo- et des hypersuppresseurs de
silencing. Contrairement a cette ¢étude ou les substitutions ont été réalisées de fagon
ponctuelle, dans notre cas, le choix des sites a muter a été¢ effectué¢ a l'aide de méthodes
phylogénétiques en utilisant différents modeles d'évolution moléculaire. Les résultats obtenus
montrent que les quatre sites modulent la suppression de silencing et suggerent un role de la
prot¢ine P1 du RYMV dans I'évolution du virus. Hormis D’intérét fondamental de la
suppression dans I’évolution virale, cette découverte qui permet d’améliorer "artificiellement"
la force de suppression de silencing trouve son application en biotechnologie dans la mesure
ou les forts suppresseurs sont recherchés pour la production transitoire de protéines
recombinantes (Siré et al., 2006; Sérémé et al., 2008b).

Récemment, Allarangaye et al. (2007) ont montré que la graminée sauvage D.
aegyptium est un hote différentiel du RYMV qui est infecté par certains isolats mais pas par
d’autres. Cependant, le mécanisme par lequel cette espece est infectée ou non par le virus
reste méconnu jusque la. La diversité de la protéine P1 ainsi que son réle dans la capacité du
virus a infecter son hote a travers la suppression de silencing pourrait expliquer pourquoi
certains isolats seulement parviennent a infecter D. aegyptium suggerant ainsi un role des

suppresseurs de silencing dans les relations hotes-pathogénes

2.3. Identification de forts suppresseurs de silencing et applications en biotechnologie

La découverte du mécanisme d’extinction des genes et récemment de la suppression
de silencing chez les plantes puis chez les animaux est ['une des avancées les plus
prometteuses de ces derniéres années dans le monde de la biologie moléculaire. Les
implications et les perspectives ouvertes par I’ARNi et les suppresseurs de silencing sont
immenses et pourraient révéler des aspects encore insoupgonnés dans de nombreux domaines
de la biologie. L'objectif principal de notre travail étant la recherche de forts suppresseurs de
silencing, nous avons testé 20 isolats atypiques de RYMV pour leur capacité a supprimer le
silencing. Cette étude a permis d'identifier deux protéines P1 ayant de trés forte capacité de
suppression in planta (Sérémé et al., 2008b) et qui permettent d'augmenter, d'un facteur 24, la
quantité de protéine GUS produite faisant ainsi d'elles des adjuvants prometteurs pour la
production de protéines d'intérét par les plantes.

Outre la possibilité offerte par la mutagenese d'améliorer la force de suppression de

silencing, nous avons jugé nécessaire de tester la capacité de la protéine P1 du nouveau virus
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a supprimer le silencing d'autant plus que cette fonction semble étre une caractéristique
commune a la protéine P1 des sobémovirus. Nous avons montré que cette protéine, jusque la
sans fonction connue, supprime le silencing local et systémique chez les plants transgéniques
et sauvages de N. benthamiana et que sa capacité a supprimer le silencing est plus forte que
celle de la P1 du RYMV. Par ailleurs, le profil de suppression de la protéine P1 du IYMV
differe de celui de la protéine P1 du RYMYV (2 pics de suppression pour RYMV contre 1 seul
a 4 jai pour IYMV) ce qui suggere un mode d’action différent pour ces deux suppresseurs.
Cela pourrait s'expliquer par la diversité des protéines P1 des deux virus. En effet, selon
Anandalakshmi ef al. (1998) la divergence, tant en séquence qu'en structure, des protéines
impliquées dans la suppression de silencing se traduit par une diversité de mécanisme d'action
et de molécules ciblées.

Les applications de la découverte du nouveau suppresseur chez [IYMV, en terme de
biotechnologie, sont énormes et prometteuses. En effet, de la méme maniére que chez le
RYMYV, la protéine Pl du IYMV permet d'augmenter d'un facteur 30 l'expression de la
protéine GUS. De plus, nos résultats indiquent qu'il est possible d'améliorer davantage cette
production en modifiant artificiellement par mutagénése certains sites clés dans la séquence
protéique de la P1.

Ainsi, a travers l’identification d’un nouveau suppresseur de silencing, (i) nous
apportions une contribution a la compréhension du mécanisme de suppression de silencing et
(1) nous avons identifi¢ un fort suppresseur de silencing dont les applications en
biotechnologies ont ét¢ mises en €évidence. IYMV est le troisieme sobémovirus apres le
RYMV et le CIMV dont le génome code pour un suppresseur de silencing. Nos résultats
confortent ainsi l'hypothése selon laquelle la suppression de silencing serait une propriété
partagée par la protéine P1 des sobémovirus et particulierement des sobémovirus infectant les

monocotylédones.
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Cette partie présente bricvement les résultats majeurs obtenus au cours de nos travaux
tout en proposant des pistes pour développer ce travail et approfondir nos résultats du point de
vue technique et scientifique.

Ainsi, notre travail a contribué a une meilleure exploitation du mécanisme de
suppression de silencing chez deux sobémovirus : les virus de la panachure jaune du riz et du
Chiendent (Imperata cylindrica). En effet, a travers cette étude, un nouveau phytovirus a été
isolé d'une culture majeure (Zea mays) et d'une graminée sauvage (I cylindrica). Ses
caractéristiques biophysiques, biologiques et moléculaires ont pu étre déterminées. Toutes ces
données ont permis de mettre en évidence ou de confirmer le role des graminées sauvages
dans I'émergence de nouveaux virus sur les cultures.

Pris dans leur ensemble, les résultats ont permis d'identifier de forts suppresseurs de
silencing (RYMV et IYMV) et mieux, de mettre en évidence des voies (techniques)
permettant d'améliorer davantage cette force de suppression. Des résultats encourageants
quant a l'utilisation de ces suppresseurs de silencing comme outils dans la production de
protéines recombinantes ont été obtenus et ne demandent qu'a étre améliorés pour une
production plus efficiente de ces protéines. En cela, ces travaux présentent un réel intérét
fondamental pour I'¢tude des suppresseurs de silencing, mais revétent également un réel
intérét appliqué (i) pour la protection des cultures en général et du mais en particulier contre
le IYMV et (ii) pour l'espoir que procure l'utilisation des forts suppresseurs de silencing
identifiés dans la production de protéines d'intérét par les plantes. Contrairement aux systémes
de production de protéines hétérologues existants (bactéries, champignons, mammiferes et
insectes), le systéme transitoire utilisant les suppresseurs de silencing présente des avantages
qui sont entre autres le faible colit de production, le rendement élevé et la conservation des
fonctions. Cependant, une fois la protéine d’intérét produite, il sera nécessaire de vérifier sa
séquence et sa structure et surtout de tester ses propriétés pour s’assurer qu’elles sont
identiques a la protéine native et qu’elle est fonctionnelle.

De nombreuses perspectives se dégagent de cette étude dont les plus intéressantes se
déclinent en ses points qui suivent :

A P’exemple des études réalisées sur le RYMYV, le typage moléculaire, en utilisant la
séquence de la CP, permettra d’étudier la variabilité du virus et de caractériser plus finement
les différents isolats de [YMV. D’ores et déja, la virulence de la nouvelle souche de [YMV
étant révélée par notre ¢étude, elle doit étre prise en compte dans les programmes
d’amélioration génétique du mais et les programmes intégrés de protection des cultures de

mais (pratique culturale- plantes réservoirs etc). Les différents cultivars de mais doivent &tre
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sé¢lectionnés pour leur résistance a ce nouveau pathogeéne afin de prévenir I’expansion de cette
maladie en Afrique comme cela a été le cas pour le RYMV (Traoré et al., 2009). Etant établi
que les plantes sauvages, a l'image de I. cylindrica, favorisent I’émergence et le maintien des
virus (Anderson et al, 2004 ; Fargette et al., 2006), il s’avére nécessaire de prendre les
précautions qui s’imposent afin de pallier a un éventuel passage du IYMV de I cylindrica sur
une plante cultivée telle que le riz, une autre céréale d’une trés grande importance
¢conomique. Sur le riz par exemple, il pourrait se recombiner avec le RYMV, comme c'est le
cas entre ce virus et d'autres sobémovirus (Fargette et al., 2009) et générer un nouveau virus
virulent pour les deux cultures. Les connaissances sur la biologie et I’épidémiologie du [YMV
sont donc nécessaires et passent par les prospections et la collecte d’échantillons de [YMV
dans différentes régions du Burkina Faso, voire dans d’autres pays. Cela devrait conduire a
une meilleure caractérisation (sérologique, pathogénie et moléculaire) de ce nouveau virus.

La présente ¢tude a permis d'identifier un isolat de RYMV (Ma204) capable de se
multiplier trés activement sur la variété de riz résistante Giganté sans pour autant muter au
niveau de la VPg, ce qui suggére qu’en plus de la VPg, un ou plusieurs autres génes viraux
seraient impliqués dans le contournement de la résistance du riz au RYMV. Des études sont
en cours au niveau du laboratoire de virologie et de biotechnologies végétales de 'INERA en
collaboration avec I’IRD de Montpellier (France), pour identifier les bases moléculaires de ce
nouveau contournement de résistance. Ces études permettront de mettre en évidence d’autres
protéines virales avec des acides aminés ou des motifs impliqués dans le contournement. Dans
ce but, la protéine suppresseur P1 issus d’isolats qui contournent la résistance sans mutée dans
la VPg a été testée en I’introduisant dans le clone infectieux (Brugidou et al., 1995). Cette
expérimentation devrait permettre, dans un avenir proche, d'évaluer le clone chimérique
généré pour sa capacité a contourner la résistance de Giganté. Ainsi, il sera possible de mettre
en ¢vidence une éventuelle implication de la protéine suppresseur P1 dans la pathogénie du
RYMV.

Un nouveau suppresseur codé par [YMV a été identifié¢ au cours de la présente étude.
Cependant, le mode d'action n'a pas été déterminé, il s’avére également nécessaire de
comprendre le mécanisme d’action de ce suppresseur de silencing. Dans cette optique, une
premicre approche similaire a celle de la P1 du RYMV (Lacombe et al., 2009) pourrait étre
engagée. Aussi, une recherche des cibles en systéme double hybride de levure pourrait étre
privilégiée. Cela devra permettre d’identifier les partenaires de la P1 et de voir si malgré les
différences de séquences, de comportement pour la suppression, ils partagent les mémes

cibles.
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Nous avons enfin montré qu'il est possible d'améliorer la force de suppression de
silencing par mutagenése en différentes positions de la protéine Pl. Ces résultats
encourageants, nous ont amené a nous poser la question de savoir si ces mutations, introduites
dans une seule protéine P1, pouvaient avoir des effets cumulatifs. En d’autres termes, quels
seront les effets d’une double ou triple mutation sur la suppression de silencing et par 1a sur la
sur-expression de protéines d'intérét ? Les études sont en cours et permettront de répondre a
cette question et de tester de tels mutants dans un syst¢tme de production de protéines

recombinantes.
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Annexe 1 : Milieux de culture bactérienne

Milieu LB (Luria Bertani) liquide (pH 7) (Sambrook et al., 1989) :
10 g/l NaCl
10 g/l tryptone
5 g/l extrait de levure

Le milieu est stérilisé par autoclavage

Milieu LB/agar/IPTG/X-Gal (pH 7) (Sambrook et al., 1989) :
10 g/l NaCl
10 g/l Bacto-tryptone
5 g/l extrait de levure
15 g/l agar
Apres stérilisation par autoclavage, sont ajouteés :
0,5 mM IPTG (solution-stock & 0,1 mM)
80 pg/ml X-Gal (solution-stock a 50 mg/ml dans du DMF)
100 pg/ml Ampicilline (solution-stock a 100 mg/ml)
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Annexe 2 : Tampons utilisés (quantités pour un litre de tampon)

- Tampon d'inoculation du RYMYV et du I'YMV (Tampon phosphate 100 mM pH 7,0) : 4,8
g de KH,POy4; 10,8 g de K;HPO,.

-Tampons utilisés pour les tests ELISA (Clark et Adams, 1977)

e Tampon de "coating™ pour la fixation des anticorps sur les plaques de
microtitration (Tampon carbonate 0,05 M pH 9,6) : 1,59 g de Na,COs3 ; 2,93 g
de NaCO:s.

e Tampon PBST (pH 7,4) : 8 g de NaCl, 0,2 g de KH,POy; 1,44 g de Na;HPO,,
2H,0; 0,2 g de KCI; 0,5 ml de Tween 20.

e Tampon "Antigéne"” : PBST contenant 2 % de Polyvinylpyrrolidone (PVP40).
e Tampon "Anticorps" : Tampon antigéne contenant 1 % de lait écréme.

e Tampon substrat (pH 9,8) : 97 ml de diéthanolamine; 800 ml de H,O; ajuster
le pH avec HCI.

- TAE 50X : 242 g de Tris base, 57,1 ml d'acide acétique glacial, 100 ml de EDTA 0,5 M pH
8.

-EDTA0,5M (pH 8) : 186,1 g de EDTA, 2H,0.

- Tampon d'extraction de protéines: 20 ml de Na;EDTA 0,5 M pH 8; 1 g de N-
Laurylsarcosine ; 1 ml de Triton pur ; gsp 1000 ml de NaHPQO,4, 50 mM, pH 7.

- NaHPO4, 50 mM (pH 7) : 97,5ml de NaH;PO,, 2H,0 a 0,2 M ; 152,5 ml de Na;HPO4,
7H,0 40,2 M.
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Annexe 3 : Préparation d’agrobactéries électrocompétentes

(Protocole adapté de Sambrook et al., 1989)

Matériel nécessaire :

v" Cure dent autoclavée

v Milieu LB solide et liquide + antibiotiques (rifampicine pour sélectionner les souches)
v' Agrobactéries a rendre compétentes

v' Glycérol 10 % stérile et froid

Prélever en grattant, a I’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, un peu de bactéries (dans du

glycérol 50 % ou 15 % a —80 °C)

Etaler sur une boite LB + Rifampicine qui permet de sélectionner les souches

agrobactéries

Incuber a 28 °C pendant 2 a 3 jours jusqu’a I'obtention de colonies isolées
Inoculer a I’aide d’une cure dent une colonie dans 3 ml de LB + Rifampicine
Laisser pousser 2 jours a 28 °C sous agitation (240 rpm)

Préparer un erlen de 2l contenant 250 ml de LB + antibiotiques puis autoclaver
Inoculer 100ul de la culture dans ces 250 ml de milieu LB

Incuber sous agitation pendant 1 nuit et demie a 28 °C

Prendre la DO a 600 nm, qui doit étre situé entre 0,5 et 0,7

Transvaser la culture dans des tubes stériles de 50 ml et les mettre dans la glace 15 min
Centrifuger a 2 °C pendant 10 min a Vmax (4000 rpm) puis jeter le surnageant
Resuspendre le culot dans 6 ml d’H,O froide puis remplir le tube d” H,O froide
Mélanger par inversion

Répéter 2 fois les étapes 11 a 13

Centrifuger a 2 °C pendant 10 min a Vmax (4000 rpm) puis jeter le surnageant
Ajouter 2 ml de glycérol 10 % stérile et froid

Agiter pour resuspendre et reunir les tubes en un seul

Compléter le tube avec du glycérol 10 % froid et stérile et mélanger
Centrifuger a 2 °C pendant 15 min a 4500 rpm

Jeter le surnageant en faisant attention au culot

Ajouter 2 ml de glycérol 10 % froid et stérile et melanger en tourbillonnant

Faire des aliquotes de 40 pl et les mettre immédiatement dans I’azote liquide
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Annexe 4 : Test ELISA sandwich direct (Pinel et al., 2000)

. Coating des plaques

- Diluer l'anticorps (Ac) dans le tampon coating (carbonate) pH 9,6, déposer 100 pl
par puits (dans les 60 puits du milieu) ; dans notre cas I'Ac = 1gGs anti RYMV Mg
purifiées au 1/1000

- Incuber 2 heures a 37 °C dans un environnement humide.

. Lavages

- Ne laver que les puits du milieu de la plaque.

- Faire un lavage de 3 min avec du PBST X 1 puis sécher les plaques

. Blocage des sites non occupés

- Déposer 200 pl par puits de lait écrémé a 3 % dans du PBST x1 dans toute la plaque
- Incuber 1 ha 37 °C

. Lavages

- Laver toute la plaque

- Faire un lavage de 3 min avec du PBST X 1 puis sécher les plaques

. Dépdt des antigénes

- Déposer 100 pul par puits (dans les 60 puits du milieu). Dans notre cas les antigenes
sont les broyats de plantes dans du PBST x1 au 1/10

- Incuber 2ha37 °Cou lnuita4 °C

. Lavages

- Ne laver que les puits du milieu

- Faire un lavage de 3 min avec du PBST X 1 puis sécher les plaques

. Dépdt de I'anticorps conjugué

- Déposer 100 ul d'Ac conjugué dilué dans du PBST x1 par puits (dans les 60 puits du
milieu)

(Dans notre cas, I'Ac conjugué est I'Ac RYMV (isolat Mg) conjugué a la phosphatase
alcaline dilué au 1/500)

- Incuber 2ha37 °Cou lnuita4 °C

. Lavages

- Laver les puits du milieu plus la ligne du haut

- Faire un lavage de 3 min avec du PBST X 1 puis sécher les plaques
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9. Dépbt du substrat
- Dissoudre les tablettes de pNPP dans du tampon diéthanolamine pH 9,8 (1 tablette de
5 mg pour 5 ml de tampon).
- Déposer 100 ul par puits dans les 60 puits du milieu et la ligne entiere du haut
- Incuber a I'obscurité et a température ambiante pendant 1 h voire plus
-Lire la DO a 405 nm.
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Annexe 5 : Test ELISA Sandwich Indirect (Pinel et al., 2000)

1. Coating des plaques
- Diluer I'anticorps (Ac) dans le tampon coating (carbonate) pH 9,6 ; déposer 100 pl
par puits (dans les 60 puits du milieu) ; dans notre cas I'Ac = 1gGs anti RYMV Mg
purifiées au 1/1000
- Incuber 2 h a 37 °C dans un environnement humide.
2. Lavages
- Ne laver que les puits du milieu de la plaque.
- Faire un lavage rapide puis 3 lavages de 3 mn avec du PBST x1 puis sécher les
plaques
3. Blocage des sites non occupés
- Déposer 200 pl par puits de lait écrémé a 3 % dans du PBST x1 dans toute la plaque
- Incuber 1heure a 37°C
4. Lavages
- Laver toute la plaque
- Faire un lavage de 3 min avec du PBST X 1 puis sécher les plaques
5. Dépot des antigénes
- Déposer 100 pl par puits (dans les 60 puits du milieu). Dans notre cas les antigénes
sont les broyats de plantes dans du PBST x1 au 1/10
- Incuber 2ha37 °Cou lnuita4 °C
6. Lavages
- Ne laver que les puits du milieu
- Faire un lavage de 3 min avec du PBST X 1 puis sécher les plaques
7- Dépdt de I'anticorps
- Déposer 100 ul d'anticorps (surnageant) dilué dans du PBST par puits
(Dans notre cas, les anticorps = ac monoclonal anti RYMV (isolat Mg) a différentes
dilutions)
- Incuber2ha37°Coulnuita4°C.
8. Lavages
- Laver les puits du milieu

- Faire un lavage de 3 min avec du PBST X 1 puis sécher les plaques
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9. Dépbt du conjugué
- Déposer 100 ul d'anticorps conjugue dilué dans du PBST par puits
(Dans notre cas I’ac conjugué = IgGs anti souris diluées au 1/8000)
- Incuber 2h a 37 °Cou lnuita 4 °C
10. Lavages
- Laver les puits du milieu
- Faire un lavage de 3 min avec du PBST X 1 puis sécher les plaques
11. Dépbt du substrat
- Dissoudre les tablettes de pNPP dans du tampon diéthanolamine pH 9,8 (1 tablette de
5 mg pour 5 ml de tampon).
- Déposer 100 pl par puits dans les 60 puits du milieu et la ligne entiere du haut
- Incuber a I'obscurité et a température ambiante pendant 1 h voire plus
-Lire la DO a 405 nm.
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Annexe 6: Amorces et adaptateurs utilisés pour le séquencage du génome du IYMV.

L'organisation génomique du I'YMV ainsi que les produits RT-PCR généreés par les différentes

combinaisons d'amorces et d'adaptateurs sont indiqués.

—{orF1___ | ORF2a ] ( ORF4 —
( ORF2a ]
F
G
F H
C
B
A

Produits/Amorces  Séquence nucléotidique 5’-3’ Observations

A AdapF CATGGGAATTCCTCACTAAA  Adapteur 5’

SDR5iymv GAGGAATAGGGAGCACGGG  Amorce spécifique IYMV

B AdapF CATGGGAATTCCTCACTAAA  Adapteur 5
SDR4iymv CAACAGTCCATCCTTTGATC Amorce spécifique IYMV
C AdapF CATGGGAATTCCTCACTAAA  Adapteur 5’
SDR3iymv  GAGATGACGCTGATTGTAGG  Amorce spécifique I'YMV

D AdapF CATGGGAATTCCTCACTAAA  Adaptateur 5’
SDR2iymv  GGCGTTGACTGCTTCCTGGAG Amorce spécifique I'YMV

E AdapF CATGGGAATTCCTCACTAAA  Adapteur 5’
SDRiymv  CGATAAGCTCAGCCATAATGG Amorce specifique IYMV

F SobA CCNTCNAARCCNGGNATGGG Amorce dégénérée sens
SobAS RTCNCCCATNGCDATRCACCA Amorce dégénérée anti sens

G AdapR TACAGTGAATTCATAGAAA Adapter complémentaire 3’
SDFiymv  TGCACTCCAAGTCAAGTAG Amorce spécifique IYMV

H AdapR TACAGTGAATTCATAGAAA Adaptateur complémentaire 3'
SDF2iymv  GGCCCTTCTCGGAGTCTTGG Amorce spécifique I'YMV

I AdapR TACAGTGAATTCATAGAAA Adaptateur complémentaire 3'
SDF3iymv  CTCCCATCTACGGAAGACAC  Amorce spéecifique IYMV
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Annexe 7 : Theme and variations in the evolutionary pathways to virulence of an RNA
plant virus species (Pinel et al., 2007)
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The diversity of a highly variable RNA plant virus was considered to determine the range of virulence substitutions, the
evolutionary pathways to virulence, and whether intraspecific diversity modulates virulence pathways and propensity.
In all, 114 isolates representative of the genetic and geographic diversity of Rice yellow mottle virus (RYMV) in Africa
were inoculated to several cultivars with elF(iso)4G-mediated Rymv71-2 resistance. Altogether, 41 virulent variants
generated from ten wild isolates were analyzed. Nonconservative amino acid replacements at five positions located
within a stretch of 15 codons in the central region of the 79-aa-long protein VPg were associated with virulence.
Virulence substitutions were fixed predominantly at codon 48 in most strains, whatever the host genetic background
or the experimental conditions. There were one major and two isolate-specific mutational pathways conferring
virulence at codon 48. In the prevalent mutational pathway |, arginine (AGA) was successively displaced by glycine
(GGA) and glutamic acid (GAA). Substitutions in the other virulence codons were displaced when E48 was fixed. In the
isolate-specific mutational pathway II, isoleucine (ATA) emerged and often later coexisted with valine (GTA). In
mutational pathway lll, arginine, with the specific $2/S3 strain codon usage AGG, was displaced by tryptophane (TGG).
Mutational pathway I never arose in the widely spread West African S2/S3 strain because G48 was not infectious in the
S2/S3 genetic context. Strain S2/S3 least frequently overcame resistance, whereas two geographically localized
variants of the strain S4 had a high propensity to virulence. Codons 49 and 26 of the VPg, under diversifying selection,
are candidate positions in modulating the genetic barriers to virulence. The theme and variations in the evolutionary
pathways to virulence of RYMV illustrates the extent of parallel evolution within a highly variable RNA plant virus
species.
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Introduction substitutions, to reconstruct the evolutionary pathways to
virulence, and to test whether intraspecific diversity modu-

Parallel evolution is the evolution of similar or identical
features independently in related lineages when subjected to

similar selection pressures [1,2]. Parallel evolution has been

lates virulence pathways and propensity.

The breakdown of host plant resistance is a well-docu-
mented case of virus adaptation [10]. Translation initiation
reported extensively both in natural isolates and in exper- factors of the eIF4E and eIF4G families are major determi-
imental populations of many microbes, most often viruses [2-
4], but also bacteria [5], yeast [6], and protozoa [7]. With

viruses, similar amino acid replacements often occurred in

nants of recessive resistance to plant viruses [11,12]. Several
studies showed that one or a few amino acid substitutions in
the genome-linked viral protein VPg are independently

immune or antiviral escape variants. This is usually inter- . . . . .
responsible for virulence (see [12] for a recent review). In

preted as the fixation of a mutation with a beneficial effect.

However, differences in founding genotypes may result in
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divergent evolutionary trajectories [5]. So, patterns of il
merica

adaptation to selective constraints may also be dependent
on intraspeciﬁc polymorphisms. This is well documented for Received June 11, 2007; Accepted October 12, 2007; Published November 23,

. . . 2007
HIV resistance to antiretroviral agents, where pathways of

Copyright: © 2007 Pinel-Galzi et al. This is an open-access article distributed under
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use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author
and source are credited.

viral evolution towards drug resistance may proceed through
distinct steps and at different rates among different HIV
subtypes [8,9]. The objective of this article is to assess the

extent of parallel evolution in a highly variable RNA plant
virus species. Then, the diversity of Rice yellow mottle virus
(RYMV) was considered to determine the range of virulence
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Author Summary

Parallel changes in independently evolving lineages are important,
but their contribution to pathogen evolution has not been assessed
at the species level. We investigated the extent of phenotypic and
genotypic parallel evolution in a highly variable RNA plant virus
species, Rice yellow mottle virus (RYMV). Isolates representative of
the genetic and geographic diversity of RYMV in Africa were
inoculated to several rice cultivars with elF(iso)4G-mediated Rymv1-
2 resistance. The theme and variations in the evolutionary pathways
to gain virulence found in the VPg of RYMV illustrate the frequency
of parallel evolution. The repeated occurrence of the R48E
substitution in the VPg of most strains, whatever the Rymvi-2
background and plant growth conditions, showed the specificity of
parallel evolution that operated through the same pathway, locus,
and mutation. The frequency and specificity of parallel mutations
indicate, respectively, that RYMV is able to rapidly explore the
adaptive landscape, fixing favorable mutations to virulence, and that
there are a limited number of pathways across the adaptive
landscape. Our results provide insights into the ways an RNA virus
species explores the adaptive landscape and into the constraints
restricting the number of mutational pathways.

none of these studies however, was the diversity of the virus
species considered. Furthermore, no longitudinal studies
(samples collected from the same host plant at sequential
times) have been conducted to unravel the accumulation and
interplay of mutations associated with virulence over time.
RYMYV is an appropriate model to address these issues: RYMV
is a highly variable virus species (up to 11% in nucleotide [nt]
difference in the full genome) [13], an elF(iso)4G-mediated
resistance was identified in rice [14], and the viral genome-
linked protein (VPg) of RYMV was determined as the
virulence factor [15].

RYMV of the genus Sobemovirus [16] occurs in all rice-
growing African countries, where it causes heavy yield losses
[17]. Its genome harbors four open reading frames (ORFs)
[18]. ORF1, which is located at the 5’ end of the genome,
encodes the protein P1 involved in virus movement and gene
silencing. ORF2, which encodes the central polyprotein, has
two overlapping ORFs. ORF2a encodes a serine protease and
the VPg. ORF2b, which is translated through a —1 ribosomal
frameshift mechanism as a fusion protein, encodes the RNA-
dependent RNA polymerase. The coat protein is expressed by
a subgenomic RNA at the 3’ end of the genome. RYMV is
transmitted by contact during cultural practices and by
animal vectors, mainly beetle species (Coleoptera) of the
Chrysomelidae family.

Very few rice varieties are resistant to RYMV. The highest
level of resistance, characterized by an undetectable virus
titer in ELISA tests and the absence of symptoms, is provided
by Oryza sativa indica cv Gigante and a few Oryza glaberrima
cultivars of the Tog series [19,20]. Recently, another highly
resistant indica cultivar, named Bekarosaka, was found in
Madagascar [21]. Resistance is controlled by the recessive
gene Rymvl [19], which maps on chromosome 4 [22] and
encodes the translation initiation factor elF(iso)4G [14].
Three alleles of Rymvl were identified, one in the O. sativa
cvs Gigante and Bekarosaka (allele RymvI-2), and two in the
O. glaberrima accessions Togh681 (RymvI-3) and Togh672
(Rymv1-4). Compared to susceptible varieties (allele RymuvI-
1), the RymvI-2 resistance allele is characterized by one
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amino acid substitution in the central domain of the
elF(is0)4G gene [14]. RymvI-2 was introgressed into widely
grown indica cultivars that are now propagated in the fields.

In this paper, we defined virulence as the genetic ability of
a pathogen to overcome genetically determined resistance
and to cause a compatible interaction leading to disease
[23,24]. Avirulence is the antonym of virulence. With RYMV,
virulence is characterized by pronounced and generalized
symptoms, full systemicity, high virus titer, and high
mechanical transmissibility to resistant plants. The high
resistance of cv Gigante was effective against a range of
isolates of different RYMYV strains [19]. Recently, however, the
resistance of Gigante was overcome by isolates of several
geographic origins [25-27]. Sequencing one such isolate
revealed that a single substitution in the VPg specifically
differentiated the wild avirulent type from the evolved
virulent variant. Directed mutagenesis indicated that this
substitution conferred the virulence [15]. This work, carried
out with a single isolate, is extended here to a range of isolates
of the main strains. Isolates representative of the genetic and
geographic diversity of RYMV in Africa were inoculated to
Rymuvl-2-resistant accessions made of cultivars Gigante and
Bekarosaka and of four nearly isogenic lines (NILs). The
accumulation and the interplay over time of mutations
associated with virulence were followed. Altogether, we found
one theme, yet several isolate- or strain-specific variations, in
the evolutionary pathways to virulence of RYMV.

Results

A Narrow Spectrum of Substitutions Associated with
Virulence

A total of 22 isolates representative of the geographic and
genetic diversity of RYMV was fully sequenced. The dN/dS
value of the VPg was lower than that of the P1 and of the coat
protein (0.05 versus 0.15 and 0.14, respectively) and similar to
that of ORF2b coding the polymerase (0.04). We sequenced
the VPg of an additional set of 37 wild avirulent isolates
collected in the fields. Analysis of the 59 wild isolates revealed
that 17 of the 79 amino acids of the VPg (22%) varied
naturally in wild-type isolates (both within and between
strains). A total of 29 codons was under conservative selection
pressure, most of them in the N-terminal half of the VPg
(Figure 1). Only three codons were under positive selection
with a Bayes factor for positive selection higher than 100.
Codon 49 was under high diversifying selection as apparent
from both the REL and IFEL methods, with dN/dS = 20.
Codon 26, and codon 62 adjacent to the sobemovirus WAD
conserved motif at positions 64-68, were under moderate
diversifying selection with dN/dS = 2.8 and 1.8, respectively,
and only significant with the less conservative method REL.

In all, 114 isolates representative of the main strains of
RYMV were inoculated to RymvI-2-resistant accessions. Ten
of them (c. 9%) became virulent (Table 1). By large-scale
inoculation, we generated several virulent variants from
isolates CI4, Mg16, and Tz209, and we analyzed, respectively,
12, 19, and three of them. From each of the seven other
isolates, only one virulent variant was studied. Altogether, 41
virulent variants were analyzed. Amino acid changes associ-
ated with virulence were deduced from comparison between
the sequences of the VPg of the wild avirulent and of the
evolved virulent forms of each isolate. With three isolates
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Figure 1. dN/dS at Each Codon of the VPg

The dN/dS ratio at each of the 79 codons of the VPg was estimated from a corpus of 59 isolates representative of the genetic and geographic diversity
of RYMV. The dotted line indicates the value dN/dS = 1. Codons under diversifying selection (dN/dS > 1) are indicated with a “+” and the codon
position is boxed. Codons under negative selection pressure (dN/dS < 1) are underlined with a “-”. Amino acid changes associated with Rymv1-2

%

virulence are indicated with a above the codon position.
doi:10.1371/journal.ppat.0030180.g001

(Mal45, Tz225, and Tz230), however, only the VPg of the
evolved virulent form was sequenced, and putative changes
associated with virulence were assessed by comparison with
the range of sequences of the wild avirulent isolates.
Virulence was always associated with non-synonymous
changes. They were located within a stretch of 15 codons in
the central domain of the 79-aa-long VPg at codons 38, 42, 43,
48, and 52 (Figure 2). The amino acids associated with
virulence were never found in the 59 wild avirulent isolates.
Codon 43 was under neutral evolution, and codons 42 and 48

Table 1. Origin of the Isolates and Number of Virulent Variants
Generated by Inoculation on Rymv1-2 Resistant Accessions

Strain Geographical Nb Isolates Names of the Nb of Virulent
Origin Tested Virulent Variants
Isolates Analyzed
S1 West Africa 12 BF5 1
Cl4 12
S$2/S3  West Africa 70 Ma203 1
Sa West Africa 9 Ma145 1
Ma202 1
Ma206 1
sS4 East Africa 17 Mg16 19
Tz225 1
Tz230 1
S5/S6 East Africa 6 Tz209 3
Total 114 10 41

Rymv1-2 resistant accessions were cultivars Gigante and Bekarosaka and four nearly-
isogenic lines introgressed with the Rymv1-2 allele of resistance.
doi:10.1371/journal.ppat.0030180.t001
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were under conservative selection, whereas codons 38 and 52
were strictly conserved in the avirulent wild isolates (Figure
1). Substitutions associated with virulence always involved a
change of biochemical class (Figure 3). Most substitutions
were transitions (Table 2). The transversion/transition ratio
of 0.15 calculated from the changes associated with virulence
was similar to that of 0.13 (- 0.03) estimated by maximum
likelihood from the corpus of 59 wild isolates.

Substitutions associated with virulence were fixed mostly at
codon 48 (33/41), and to a lesser extent at codons 52 (6/41)
and 42 (2/41) (Table 2). Changes at codon 48 occurred in all
strains, and changes at codon 52 and 42 were found in several
strains (Figure 2). Variation was polymorphic at codon 48
with six types of substitutions of the wild arginine (Figure 3).
Glycine and glutamic acid substitutions were the most
frequent, isoleucine and tryptophane were isolate-specific,
and valine and threonine were transient (Table 2). At codon
42, the wild asparagine was displaced by tyrosine and also
transiently by isoleucine. Changes at the other codons were
monomorphic. Overall, this indicated that despite the large
diversity of isolates assessed, virulence was associated with a
restricted number of substitutions within the central region
of the VPg, codon 48 being overrepresented, and amino acids
G48 and E48 the most frequent.

Three Mutational Pathways to Virulence at Codon 48
The ultimate sequencing of the VPg of 14 of the 19 virulent
variants of isolate Mgl6 revealed a glutamic acid (Table 2).
The time needed for E48 to emerge ranged from 3 to 7 mo
after inoculation (Table S1). Once fixed, E48 remained stable
over time. Before E48 fixation, there was either the wild
arginine, an R/G mixture, a glycine, or a G/E mixture (Table
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Figure 2. Positions of the Amino Acid Changes Associated with Virulence in the VPg

A total of 41 virulent variants generated by inoculating ten wild isolates (names in bold characters) was analyzed. The number of virulent variants
analyzed from each of the ten wild isolates is indicated in brackets after the isolate name (right). The amino acid differences between the sequences of
the wild isolates of the VPg and the consensus sequence (at the top) are indicated in plain letters. Positions of the amino acid changes associated with
virulence are boxed (in black). They were deduced from comparison between the sequences of the VPg of the wild avirulent and the derived virulent
forms of each isolate. The large dotted rectangle indicates the conserved WAD motif of the sobemoviruses. The taxonomic positions of the isolates are
inferred from the cladogram of 22 reference isolates reconstructed by maximum likelihood from their full sequence with bootstrap support of the
nodes, strain, and geographical origins indicated (left). The seven additional isolates were assigned to the closest reference isolate after phylogenetic

analyses of their coat protein.
doi:10.1371/journal.ppat.0030180.9002

S1). Changes in codon 48 occurred alongside substitutions in
other codons five times, twice with codon 42, twice with
codon 52, and once with both (Table S1). In four instances,
the changes occurred first in the “alternative” codons 42 or
52, but ultimately E48 was fixed and the alternative
substitution was displaced. Overall with isolate Mgl6, E48
was the most prevalent virulent variant, and most often
emerged after G48 and displaced the other mutants.
Similarly, one CI4 virulent variant had a glycine at position
48 and a glutamic acid at a later stage of infection
(unpublished data). Altogether, this suggested two successive
transitions—from R to G, then G to E—at codon 48 to gain
virulence (Figure 4). Glycine and glutamic acid were found in
29 of the 41 virulent variants generated from isolates of all
strains with the notable exception of strain S2/S3 (Table 2).
Glycine and glutamic acid at codon 48 were fixed in resistant
cultivars Gigante and Bekarosaka, and in the four NILs
containing the RymvI-2 resistance gene. G48 and E48 were
generated both in growth chambers and in greenhouse
conditions in West and East Africa. Altogether, the two-step
RIG/E mutational pathway at codon 48 (named mutational
pathway I) was the most prevalent, and occurred in most
strains, whatever the genetic background and the exper-
imental conditions.

@ PLoS Pathogens | www.plospathogens.org

The two other mutational pathways at codon 48 were
isolate-specific. Earlier experiments revealed that the resist-
ance breakdown of cv Gigante after inoculation with isolate
CI4 was caused by a R48I substitution in the VPg [15].
Isoleucine emerged three additional times in the present
experiments, again after inoculation of isolate CI4 to cv
Gigante. The virulent variant CI4 with isoleucine was
reinoculated to Gigante. In several instances, sequencing
the VPg 5 mo after infection revealed a mixture of isoleucine
(ATA) and valine (GTA). The isoleucine-valine mixture was
still apparent after re-inoculation of resistant plants. This
indicated that valine was stable after emergence, but did not
displace isoleucine. The successive R/I/V amino acid emer-
gence suggested a second mutational pathway at codon 48
(named mutational pathway II) gained by two transversions.
In all, 70 S2/S3 isolates were inoculated to Rymv1-2 accessions
and more than 1,000 plants were tested. Only one virulent
variant emerged from isolate Ma203. Arginine at codon 48,
coded by AGG as in most S2/S3 isolates versus AGA in the
other strains, was displaced by tryptophane (TGG) (Table 2).
This amino acid was never observed in any wild-type isolates
or in any of the 40 other virulent isolates. There was no
substitution elsewhere on the genome. This one-step muta-
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Figure 3. Amino Acid Polymorphism Associated with Virulence in the VPg

. Ma203 S2
. Ma202 Sa
. Ma206 Sa
. Mal4d5 Sa
. CI4 si
. BF5 S1
. Mglé sS4
. Tz225 sS4
. Tz230 S4
. Tz209 S6

The consensus sequence of the wild isolates and the positions of the variable codons are indicated at the top of the figure. Amino acid changes
associated with virulence were deduced from comparison between the sequences of the VPg of the wild avirulent and the evolved forms of each
isolate. The class of the amino acids is indicated with colors: acidic (red), basic (blue), hydrophobic (green), polar (orange), and small (purple).

doi:10.1371/journal.ppat.0030180.g003

tional pathway (named mutational pathway III) involved a
single nucleotide transversion.

Contrasted Genetic Barriers to Virulence between Strains

The genetic barrier to virulence was defined, by analogy to
viral drug resistance [28], as the propensity for the virus to
overcome the resistance by developing virulence mutations.
Marked differences in virulence propensity were found
among isolates and strains of RYMV. Only one isolate of
the 70 S2/S3 isolates (1.4%) tested gained virulence. This
percentage was significantly lower than that of the other
strains (x> = 9.8, df = 1, p = 0.001 in the Yates corrected %>

test), where nine of the 44 isolates (20.5%) overcame the
RymvI-2 resistance, a percentage similar to the 17.5%
estimated earlier using a collection of 280 S1 and Sa isolates
from the Sudano-savannah zone [27]. Considering that more
large-scale experiments were conducted with S2/S3 isolates
(over 1,000 plants were tested in total), the difference
between S2/S3 and other strains was still underestimated.
Accordingly, the genetic barrier to virulence was higher in S2/
S3 than in any other strain.

Failure of the S2/S3 strain to follow mutational pathway I
did not reflect its specific codon usage at codon 48, as glycine
(GGG) and glutamic acid (GAG) could also be coded by two

Table 2. Substitutions Associated to Virulence in the VPg of 41 Virulent Variants Generated by Inoculation of Ten Wild Isolates to

Rymv1-2-Resistant Cultivars

Isolate Strain Nb of Variants Codon Amino Acid®
(Total = 41) Avirulent Virulent

Ma203 S2/S3 171 48 Arg Trp
Ma202 Sa 11 42 His Tyr®
Ma206 Sa 11 48 Arg Gly
Ma145 Sa 11 52 His Tyr
Cl4 S1 3/12 48 Arg Isol®
3/12 48 Arg Glu

5/12 48 Arg Gly

112 48 Arg Gly

38 Arg GIn

BF5 S1 171 52 His Tyr
Mg16 sS4 2/19 42 Asn Tyr
14/19 48 Arg Glu®

2/19 52 His Tyr®

1/19 52 His Tyr

43 Thr Ala

Tz225 sS4 11 48 Arg Gly
Tz230 sS4 11 48 Arg Glu
Tz209 S6 3/3 48 Arg Glu

2Codons of the amino-acids: Ala (GCC), Arg (AGA), Arg(AGG) for isolate Ma203, Asn (AAC), Gly (GGA), GIn (CAG), Glu (GAA), His (CAQ), lle (ATA), Thr (ACQ), Trp (TGG), Tyr (TAC).

PThere was a transient glycine at codon 48 that was displaced when Y42 was fixed.

“In several instances, a stable mixture of isoleucine and valine was obtained after reinoculation of the variant with isoleucine on the resistant cultivars.

9n one instance, there was a transient lle at codon 42.
In one instance, there was a transient mixture of arginine and threonine at codon 48.
doi:10.1371/journal.ppat.0030180.t002
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Figure 4. Mutational Pathways to Virulence within Codon 48 of the VPg

Mutational pathway | was shared by all strains with the notable
exception of strain $2/S3. It involved two successive transitions (ti) from
the wild arginine coded by codon AGA. Mutational pathway Il was
isolate-specific (Cl4) and involved two successive transversions (tv). The
dotted arrow indicates that V48 arose but did not replace 148. Mutational
pathway Il was specific for isolate Ma203 of the S2/S3 strain, with the
wild arginine coded by codon AGG. It involved a single transversion.
doi:10.1371/journal.ppat.0030180.9004

successive transitions from arginine (AGG). However, strain
S2/S3 was the only strain with the motif TK at codons 49 and
50. Other strains had the motifs ER or EK, except some
variants of the S1 and Sl-ca strains (Figure S1). Three
substitutions distinguished the two motifs, two non-synon-
ymous substitutions at codon 49 (nt 145 and 146), and one at
codon 50 (nt 149) (Figure S1). (AGG)48 was found when
(ACG)49 was fixed, which itself occurred only with (AAG)50.
The Pagel correlation test indicated that these changes were
coordinated (p < 0.01), and the highly conservative concen-
tration changes test further suggested that the changes were
concentrated (p = 0.07). Altogether, failure of the S2/S3 strain
to follow mutational pathway I was associated with the
presence of T49. Interestingly, codon 49 was under diversify-
ing selection.

Isolate Mg16 (strain S4), which originated from the north-
west of Madagascar, overcame RymvI-2 resistance at the
exceptional rate of 80%, whereas only 1%-20% of the plants
gained virulence in the other isolates, a percentage consistent
with that estimated earlier [27]. In one additional survey, 13
other isolates from Madagascar were inoculated to resistant
plants. Only isolates Mg11 and Mg35 broke the resistance at a
rate as high as that of Mg16 (8/20 and 9/20 infected resistant
plants, respectively). As isolate Mgl6, they originated from
the northwest of Madagascar in the region of Marovoay and
had the same genetic determinism of virulence (E48 was fixed
in Mg35, whereas there was a G/E mixture at codon 48 or a
Y52 substitution in Mgll). Isolates Mgll, Mgl6, and Mg35
differed from any other isolates in their VPg by a lysine at
codon 26 and a glutamic acid at codon 28 (Figure 1). In
another survey, seven out of 54 isolates from 16 sites of
eastern Tanzania readily overcome the resistance (unpub-
lished data). Six of them belonged to the S4 strain, and like
isolate Tz225, originated from the north of Lake Malawi and
had fixed a G48 or E48. They all shared a valine at codon 26,
an amino acid never found in any wild or resistance-breaking
isolates. Altogether, high virulence propensity in two geo-
graphically localized variants of the S4 strain was associated
with lysine and valine at codon 26. Interestingly, codon 26 was
under diversifying selection.

@ PLoS Pathogens | www.plospathogens.org 176
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Full Sequencing and Directed Mutagenesis

The virulence substitution R48I in the VPg had been
identified by comparison of the full sequences of the evolved
and the wild isolate CI4, and validated by mutation of the
infectious clone Cla [15]. Similarly, a virulent variant from
isolate CI4 with G48 was fully sequenced and compared to the
wild CI4 isolate. The virulent mutant differed specifically
from the wild CI4 by only one substitution in the VPg:
R(AGA)48G(GGA). The four other changes, three synony-
mous (C1547T, T2464C, T3223C) and one non-synonymous
(C3395T) substitutions, all located outside the VPg, were
frequent in wild avirulent isolates. Full sequencing of this
virulent variant at a later stage of infection revealed an E48 in
the VPg instead of a G48 and no changes elsewhere in the
genome. Subsequently, G48 and E48 were the only candidate
substitutions to virulence. The substitutions A1728G and
G1729A were introduced by directed mutagenesis into the
VPg of the infectious Cla clone to produce a non-synon-
ymous R48E substitution in order to validate the role of E48
in resistance breaking. The mutated clone Cla with E48 was
fully infectious in the resistant cultivars Gigante and
Bekarosaka. This indicated that E48 caused virulence and
that the S2/S3 genetic background of the Cla clone did not
interfere with infection. The substitution A1728G was also
introduced into the VPg of the infectious clone to produce a
non-synonymous R48G. By contrast, the mutated clone with
G48 was not infectious either in the susceptible cv IR64 or in
the resistant cv Gigante. Doubling the amount of transcript at
inoculation failed to induce successful infection. Another
attempt, where the infectious clone was mutated to produce
G48 with the alternative codon GGA (instead of GGG), also
failed to infect either the susceptible cv IR64 or the resistant
cv Gigante. At codon 52, the causal role of substitution H52Y
in resistance breaking was successfully validated by intro-
duction of the T1740C into the CIa infectious clone.

Discussion

The theme and variations found in the evolutionary
pathways to virulence of RYMV illustrate the extent of
parallel evolution within a widely variable RNA plant virus
species. In particular, the independent and repeated occur-
rence of E48 to gain virulence in most strains of RYMYV,
whatever the RymvI-2 genetic background and plant growth
conditions, showed a high degree of parallel evolution. The
high frequency of parallel mutations during intervals of
virulence acquisition indicates both that RYMV is able to
rapidly explore the adaptive landscape, fixing favorable
mutations to virulence, and that there are a limited number
of pathways across the adaptive landscape. Our results
provide insights into the ways RYMV explores the adaptive
landscape and into the constraints restricting the number of
mutational pathways.

RYMV most often gained virulence through two-step
mutational pathways between adjacent states: R(AGA) to
G(GGA) to E(GAA) (mutational pathway I), and R(AGA) to
I(ATA) to V(GTA) (mutational pathway II). In mutational
pathway I, glutamic acid arose and replaced glycine, whereas
in mutational pathway II valine arose but co-existed with
isoleucine. Competitive exclusion of emerging variants also
occurred between codons, with substitution E48 displacing
alternative virulence substitutions. In a few plant viruses,
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creation of chimeric viruses or directed mutagenesis of
infectious clones showed that two mutations in two different
codons were necessary to gain virulence [29]. However, host-
plant adaptation, such as virulence through an ordered
succession of substitutions, moreover within the same codon,
had never been reported. These results suggest that virulence
was most often gained through a process of stepwise
competitive exclusion of emerging variants. This stepwise
and ordered accumulation of substitutions between adjacent
states did not support the alternative scenario of a selection
of pre-existing virulent isolates within a pool of variants.
Consistently, work with cloned infectious proviruses of the
simian immunodeficiency virus showed that the env gene
evolved along similar paths in different individual hosts and
that the parallel mutations were generated de novo rather
than selected from viral quasispecies [30].

The critical role of virus polymorphism in shaping evolu-
tionary pathways was most apparent with strain S2/S3.
Virulence mutational pathway III with tryptophane at codon
48 was specific to isolate Ma203 of the S2/S3 strain. In isolate
Ma203, as in most S2/S3 isolates, arginine at position 48 was
coded by AGG instead of AGA in the other strains. Then,
tryptophane (TGG) can be coded by a single substitution
from AGG codon, whereas two substitutions are necessary
from AGA. This difference in codon usage likely explains why
mutational pathway III was not followed except in strain S2/
S3. Moreover, strain S2/S3 did not follow the major muta-
tional pathway I. G48 was never observed experimentally in
S2/S3 isolates. The S3 clone Cla mutated with G48 was not
infectious. As G48 conferred virulence to Rymvl-2-resistant
lines in isolates of any other strains, G48 may be unfit in the
S2/S3 genetic context. This possibly blocked the major
mutational pathway to virulence as simultaneous double
mutation from arginine (AGG) to glutamic acid (GAG) was
most unlikely. Similarly, PVX variants with single mutations,
intermediate in production of doubly-mutated resistance-
breaking isolates, were counter-selected, explaining the
durability of the Rx1 resistance [31]. Consistently, from a
given influenza A virus hemagglutinin (HA) sequence, several
mutations were required to yield an antigenically distinct HA,
but little or no fitness advantage was conferred by any subset
of these mutations [4].

The extent of parallel evolution to gain virulence reflects
the specificity of the VPg-elF(is0)4G relationship and the
restricted number of ways to restore compatible interactions
between RYMV and the RymvI-2 resistance gene. Although
the diversity of the highly variable RYMV was considered, the
substitutions conferring virulence were localized within a 15-
aa-long stretch within the central domain of the VPg. This
suggested that this domain (aa 38 to 52), especially position
48, played a critical role in the interaction with the eIF(is0)4G
protein involved in Rymvl-2 resistance. Similarly, the central
domain of the VPg of several potyviruses was involved in the
interaction with host translation initiation factors [32].
Glutamic acid substitution at codon 48 was the final stage
of the prevalent mutational pathway I. An E/K substitution at
codon 309 of the elF(is0)4G gene in rice conferred resistance
to RYMV [14]. Arginine and lysine are basic amino acids,
whereas glutamic acid is acidic. Accordingly, the E48-K309
interaction between the virulent isolate and the resistant rice
would restore more efficiently than any other variants the
charge complementarity of the R48-E309 interaction be-
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tween the avirulent isolate and the susceptible rice. This
coordinated pattern of substitutions between the resistance
gene and the virulence determinant suggested a direct
binding between position 48 of the VPg and position 309 of
the elF(is0)4G that should be tested experimentally.

A high genetic barrier to virulence of strain S2/S3 was
associated with threonine at position 49. High propensity to
virulence of localized geographical S4 variants in northwest-
ern Madagascar and western Tanzania was linked, respec-
tively, to lysine and valine at position 26. Codons 49 and 26 of
the VPg, candidate positions in modulating the genetic
barrier to virulence, were both under diversifying selection.
Then, they played a critical role in virus evolution, possibly
through virulence. Similarly, with the human rhinovirus, a
large proportion of diversifying residues was found in the
vicinity of domains influencing the RNA/VPg primer binding
[33], and sites of the VPg of some plant viruses under positive
selection were also involved in virulence [34,35]. Possibly, the
adjacent T49 in the S2/S3 strain, instead of E49 in the other
strains, altered the ability of G48 to bind site 309 of the
elF(iso)4G gene. This functional dependency between adja-
cent codons, a possible case of sign epistasy [36], was also
observed with HIV-1 [37].

Control of RYMV in Africa through propagation of RymvI-
2 resistance was initiated recently. Our results suggest that
this strategy is most likely to be successful in the forested
parts of West Africa where isolates of the S2/S3 strain with a
high genetic barrier to virulence exclusively occurred. By
contrast, in several other regions, the resistance is likely to be
challenged. In savannah and sahelian regions of West Africa,
the proportion of isolates able to overcome the resistance of
cv Gigante reached 15% [27]. The proportion of virulent
isolates was higher in Central than in West Africa. Our results
further introduced the idea of a contrasted geographical
distribution of localized variants with a high propensity to
virulence in regions with a majority of isolates with a high
genetic barrier to virulence. The risk of selection and spread
of these variants after propagation of RymwvI-2 resistance
should be assessed.

The strategy of an RNA plant virus such as RYMV to gain
virulence against host resistance showed striking parallels
with HIV resistance against antiviral treatments. (i) When
antiviral therapy fails to be fully suppressive, viral variants
with decreased susceptibility to protease inhibitors (PIs) can
emerge [38]. Similarly, emergence of virulent RYMV isolates
by mutation assumed residual multiplication of the wild
isolate in the RymwvI-2 accessions. Accordingly, low but
significant multiplication of wild isolates in resistant rice
cultivars was detected in Q-RT-PCR (N. Poulicard, A. Pinel,
and E. Hébrard, unpublished results). Subsequently, the
combination of a small amount of replication of the wild-
type isolate and the strong selection pressure imposed by host
plant resistance allows the virulent variant to emerge and to
displace the wild type. (ii) The development of resistance to
PIs is usually a gradual process, and the development of high
levels of resistance usually requires an ordered accumulation
of multiple mutations in the viral protein [39]. With RYMV,
the stepwise R/G/E and R/I/V substitutions at codon 48 and the
displacement of other changes in alternative codons over
time also illustrate the gradual process leading to virulence.
(iii) Upon PI treatment, differences in baseline polymorphism
between HIV-1 subtypes may result in the evolution of drug
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resistance along distinct mutational pathways, or in differ-
ences in the incidence of these specific pathways [8,9,28,40].
Interestingly, synonymous genetic polymorphism between
HIV-1 subtypes at key resistance mutations also influenced
mutational routes to drug resistance [41]. Similarly, genetic
diversity of RYMV—including synonymous polymorphism—
affected the mutational pathways and the virulence propen-
sity. (iv) The primary mutations against PIs did not occur in
wild-type polymorphism, but developed during the course of
antiviral treatment failure [8]. Consistently, RYMV virulence
mutations were not found in wild isolates but emerged
throughout the process of infection in resistant plants. (v)
Additional (novel, minor, secondary) mutations, some of
them in the close environment of key virulence mutations,
modulated the genetic barrier to the development of drug
resistance [38,40,42]. Similarly, amino acids at codons 49 and
26 in the VPg of RYMV were candidate positions to modulate
the genetic barrier to virulence among strains and variants.
The similarities in the processes of evolutionary changes
between RYMV and HIV-1 to gain, respectively, virulence
against a host plant resistance and resistance to antiviral
treatments illustrate that common mechanisms operate in
RNA virus evolution and that similar forces shape the genetic
structure of their populations [43].

Materials and Methods

Plant material. The response to RYMV of the RymvI-2 allele of
resistance was tested in six genetic backgrounds made of two cultivars
and four NILs. Cultivars Gigante and Bekarosaka are two indica
cultivars that share the RymwvI-2 allele of resistance [21]. Cultivar
Bekarosaka originated from Madagascar, whereas cv Gigante is
assumed to be from Mozambique. RymvI-2 was introgressed into
three widely grown susceptible indica cultivars (BG90-2, Bouaké189,
and IR64), and into one partially resistant japonica cultivar (Nippon-
bare) to derive NILs. Cultivars Gigante and Bekarosaka were
challenged with isolates of the major strains, whereas the NILs were
inoculated only with isolate CI4 of strain S1. The plants were kept in a
growth chamber under 12-h illumination at 120 pEm-2s-1 of PAR at
28 °C and 90% humidity.

Virus isolates. In all, 114 isolates representative of the main strains
of RYMV and originating from various regions of Africa were
collected on susceptible plants in the fields and inoculated to the
Rymuv1-2 accessions: West Africa (strain S1 from savannah, S2/S3 from
forest, and Sa from sahelian regions), East Africa (S4, S5/S6), and
Madagascar (S4) (Table 1). Strains S2 and S3, earlier considered as
distinct, were gathered together (referred to as S2/S3 strain), as more
intensive survey revealed a continuum between the two strains. In
each experiment, the isolate was inoculated to ten to 20 plants per
RymuI-2 accession. Larger scale experiments with inoculations of 50—
200 plants were also conducted either to generate a virulent isolate
from a recalcitrant strain (S2/S3), or to obtain several virulent
variants from the same wild isolate (CI4, Mgl6, Tz209) in order to
assess the intra-isolate spectrum of substitutions associated with
virulence. Inoculum was prepared by grinding infected frozen leaves
in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2) (0.1g/ml). Extracts were mixed with
600-mesh carborundum and rubbed on leaves of 14-d-old rice
seedlings. Symptoms were monitored weekly and virus content was
assessed by ELISA over time. Plants were kept up to 13 mo after
inoculation. Such a length of time is biologically realistic, even for
annual cultivated rice with a growing season of c. 3 mo, as regrowth of
infected rice stubble is frequent after harvesting. Isolates that
induced high virus content and/or generalized symptoms on
RymvI-2 accessions were collected.

Virus sequencing and directed mutagenesis. A total of 59 isolates
from the different geographical regions in Africa and all of the
strains of RYMV were collected in the fields (referred to as the wild
type) and analyzed, usually after multiplication in the susceptible
indica cultivar IR64, in greenhouses in order to increase virus content
(Table S2). Twenty-two of the 59 isolates were fully sequenced as
described previously [18]. The VPg and its 5’ and 3’ neighboring
regions of the 37 other isolates were sequenced as done earlier [15].
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For phylogenetic purposes, the coat protein of these isolates was also
sequenced as described elsewhere [44]. The VPg of virulent variants
generated by infection of RymvI-2-resistant accessions (referred to as
the evolved virulent variant) from seven of these 59 isolates was
sequenced. Complementarily, the VPg of three virulent isolates
generated in greenhouse conditions at the experimental sites of the
INERA research station of Kamboinsé near Ouagadougou (Burkina
Faso, West Africa) and of the Dar Es Salaam University Department of
Botany (Tanzania, East Africa)—where temperature, light, and
humidity were less controlled than in growth chamber, but closer
to field conditions—was studied. The same plants were tested before
and after resistance breakdown. The last fully developed leaf was
sampled. Altogether, 41 virulent variants were analyzed. Multiple
peaks at the same position in a sequencing electrophoregram are
currently interpreted as reflecting nucleotide polymorphism [45]. In
our experiments, electrophoregrams with distinct double peaks at a
position were regarded as indicating a mixture of two nucleotides.
Displacement was further suggested if one nucleotide was identified
singly at an early stage and the other at a later stage of infection. Full
sequence comparison and directed mutagenesis were done as
described elsewhere [15,18,46] to validate the role of the major
substitutions to virulence.

Sequence analysis. The phylogeny of the 22 fully sequenced isolates
representative of the geographic and genetic diversity of RYMV was
reconstructed by maximum likelihood method with the HKY model
[47] using an heuristic search implementing a tree bisection and
reconnection swapping algorithm applied in PAUP [48]. The trans-
version/transition (tv/ti) ratio and the alpha parameter of the gamma
distribution of the among-site variation were estimated by maximum
likelihood. The bootstrap support of the nodes was estimated by 100
replicates with the full heuristic search. Analysis of the genetic
diversity of the VPg was based on 59 isolates collected in the fields
representative of the geographic and genetic diversity of RYMV,
including the 22 fully sequenced reference isolates. The ratio of non-
synonymous (dN) versus synonymous (dS) substitutions of the VPg of
the 22 reference isolates was calculated as implemented in DnaSP [49]
and compared to ORF1, ORF2a, ORF2a+b, VPg, and ORF4. The dN/
dS ratio at individual codons in the VPg was calculated on the corpus
of 59 isolates using two maximum likelihood methods, Random Effect
Likelihood (REL) and Internal Fixed Effect Likelihood (IFEL) [50,51],
to determine on each of the 79 codons whether the selection pressure
was conservative (negative) (w < 1), neutral (w = 1), or diversifying
(positive) (w > 1). REL is an improved variant of the Nielsen-Yang
approach, which allows both dS and dN to vary independently across
sites. IFEL is a new likelihood method to fit an independent dN and
dS to every site in the context of codon substitution and test whether
dN # dS. The analyses were conducted with the VPg sequence (nt
1587-1823; 237 nt), and with the VPg and the flanking regions (nt
1526-2065; 540 nt) in order to increase the statistical power of the
tests. The tv/ti ratio in the VPg was estimated from the corpus of 59
isolates by maximum likelihood as implemented in HYPHY. Evidence
for correlated evolutionary change in two characters (i.e., nucleotides
or amino acids at different positions) was tested by the Pagel
correlation test [52] as implemented in Mesquite [53]. The concen-
tration changes test [54] as implemented in MacClade [55] was
applied to determine whether changes in one character (the
dependent character) are concentrated on branches of a tree that
have a particular state of a second character (the independent
character).

Supporting Information

Figure S1. Polymorphism at Codons 48-49-50 of the VPg

Top: Distribution of the nucleotides at codons 48-49-50 in the VPg of
59 RYMV isolates representative of the genetic and geographic
diversity of RYMV. The E/T substitution in codon 49 is coded by two
nucleotide changes at positions 145 (G to A) and 146 (A to C). The R/K
substitution at codon 49 is coded by one nucleotide change at
position 149 (G to A). The strains and the variants with the TK motif
at codons 49 and 50 (instead of the ER motif) are indicated at the top
of the figure. Bottom: most parsimonious reconstruction of the
change of nucleotides at position 146 of codon 49 along the
phylogeny of RYMV.

Found at doi:10.1371/journal.ppat.0030180.sg001 (76 KB PPT).

Table S1. Substitutions over Time Associated to Virulence in the VPg
of Isolate Mgl6 (S6) Inoculated to RymuvI-2-Resistant Cultivars

A total of 19 virulent variants generated from isolate Mgl6 and

November 2007 | Volume 3 | Issue 11 | €180


SEREME
Zone de texte
178



labeled Mg16-1 to Mg16-19 was analyzed. They were inoculated to cv
Bekarosaka or Gigante. The last developed leaves of the plants were
collected. The VPg of the virulent variants was sequenced at different
times, up to 13 months after inoculation. Differences with the VPg of
the avirulent wild isolate Mgl6 are underlined.

Found at doi:10.1371/journal.ppat.0030180.st001 (24 KB XLS).

Table S2. Name, Geographical origin, Strain, and Accession Numbers
of the Isolates of Rice yellow mottle virus Whose VPg Was Sequenced

In all, 62 isolates were fully or partly sequenced. A total of 59 were
wild avirulent isolates collected in the fields. Twenty-two of them
were fully sequenced. The VPg of virulent variants derived from
seven of them was sequenced. Three evolved virulent isolates
generated by inoculation on resistant plants in greenhouses were
also studied.

Found at doi:10.1371/journal.ppat.0030180.st002 (26 KB XLS).
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Résumé

Les sobémovirus regroupent des phytovirus capables d'infecter de nombreuses plantes
d'intérét agronomique en occasionnant d'énormes pertes de récoltes. Leur génome est constitué
d'’ARN simple brin positif dont I'ORF, situé a I'extrémité 5', code la protéine P1, un suppresseur de
I’extinction post-transcriptionnelle des génes (PTGS) connu comme un mécanisme sophistiqué de
défense de la plante. Afin d'identifier des suppresseurs forts du PTGS utilisables en biotechnologie,
nous avons procéde (i) a la caractérisation interspécifique de sobémovirus a travers I'identification
et la détermination des caractéristiques biologiques et moléculaires d'un nouveau sobémovirus et a
travers I'étude de la diversification des sobémovirus et des virus apparentés; (ii) a la caractérisation
intraspécifique via la détermination des caractéristiques biologiques, sérologiques et moléculaires
d'isolats du virus de la panachure jaune du riz (RYMV, Rice yellow mottle virus).

Ainsi, nous avons identifié un nouveau virus chez le chiendent (Imperata cylindrica) et le
mais (Zea mays) sur lesquels il provoque des symptomes de panachure jaune. Ses particules virales
sont icosaédriques d'environ 32 nm de diametre. Des anticorps polyclonaux dirigés contre ce virus
ont été produits pour développer un kit de détection fiable et utilisable pour étudier sa gamme
d'hdtes. Ses hotes naturels sont limités au chiendent et a certaines variétés de mais tandis que ceux
expérimentaux sont restreints a Rottboellia exaltata, une autre graminée sauvage. Le génome entier
du virus a été séquencé. Il est composé de 4547 nucléotides avec quatre cadres ouverts de lecture
(ORFs) codant quatre protéines majeures : la P1, la polyprotéine, la polymérase et la protéine de
capside. L'analyse phylogénétique de ce nouveau virus a partir du génome entier a montré qu'il est
proche du RYMV et appartient au groupe des sobémovirus. Il a été nommé virus de la panachure
jaune du chiendent (I'YMV, Imperata yellow mottle virus).

L'étude de la diversification des sobémovirus et virus apparentés, basée sur l'utilisation des
séquences nucléotidiques disponibles pour différents isolats de diverses especes de virus
phytopathogeénes, a permis de montrer que la diversification du RYMV, est assez récente (environ
200 ans) comparé a d'autres virus plus anciens dont l'origine remonterait a 3000-9000 ans avant
notre ére ce qui correspondrait a la révolution agricole du néolithique.

La caractérisation pathogenique d'isolats de RYMV, prélevés sur des graminées sauvages et
le riz, par test ELISA a permis de mettre en évidence, pour la premiére fois, des isolats appartenant
au sérotype Ser2 et qui sont capables de contourner la résistance élevée de la variété Giganté de riz.
Le typage moléculaire basé sur la séquence du géne (VPg) impliqué dans la virulence du RYMV a
révélé des isolats capables de contourner la résistance élevée du riz sans mutation dans la VPg,
suggérant ainsi I'implication d'un géne viral autre que la VVPg dans le contournement de résistance.

L'analyse bioinformatique de la diversité de la protéine P1 du RYMYV, en utilisant 44
séquences nucléotidiques disponibles, a permis d'identifier des sites sous sélection positive dont
quatre sites avec un score €élevé. Leur lien avec l'activité de suppression de silencing a été étudié par
mutagenese dirigée. Ainsi, les quatre sites mutés sont capables de moduler I'activité de suppression
ont pu étre identifiées.

L'étude de la protéine suppresseur P1 du I'YMV, par des tests d'agro-infiltration, a révélé sa
capacité a interférer aussi bien avec le silencing local que systémique et celle a supprimer le
silencing est beaucoup plus forte que celle de la protéine P1 de I'isolat Tanzanien de RYMV (P1-
Tz3), le plus fort suppresseur des isolats de RYMYV identifié de nos jours.

Enfin, I'évaluation de Il'activité de suppression de silencing de la protéine P1 d'une vingtaine
d'isolats de RYMV a permis de montrer, dans un systeme hétérologue de production, que certains
(deux) permettent d'augmenter d'un facteur 24 la quantité de protéine GUS produite et ce, 6 jours
aprés agro-infiltration ce qui fait d'eux des adjuvants prometteurs pour la production de protéines
recombinantes in planta.

Mots clés : sobémovirus, biotechnologie, IYMV, RYMV, bioinformatique, suppresseur de PTGS,
protéine P1, protéines recombinantes.



Abstract

Sobemoviruses constitute an important genus of plant viruses assimilated as a destructive pest
for agronomy since they infect a wide host range and cause important yield losses. Their genome is
composed of a single-stranded plus-sense RNA. The 5’-terminal ORF encodes the protein P1, a
suppressor of Post-Transcriptional Gene Silencing (RNA silencing), known to be an important
antiviral defence system in plants. The aim of our study was (i) an interspecific analysis (biological
and molecular diversification) of sobemovirus P1 proteins through the identification and the deep
characterization of a new virus; and (ii) an intraspecific characterization of Rice yellow mottle virus
(RYMV) isolates through the determination of their biological, serological and molecular
characteristics.

Thus we identified a new virus from the grass Imperata cylindrica species and corn (Zea mays),
on which it displays yellow mottle symptoms. This so-called Imperata yellow mottle virus (I'YMV)
virus consists in isometric particles ca. 32 nm in diameter. The production of specific polyclonal
antibodies raised against 'YMV virus allowed us to detect and study its host range. We showed that its
natural hosts are limited to I. cylindrica, and to some corn varieties, while experimental host range
analysis restricted 1'YMV to Rottboellia exaltata, another wild Poaceae.

We next present the full IYMV genome sequence, which is composed of 4,547 nucleotides
harboring four reading frame encoding four major proteins : P1, polyprotein, polymerase and coat
protein. Our phylogenetic analyses suggest that this new virus is closely related to RYMV, within the
Sobemovirus genus.

Inferring sobemoviruses and related viruses sequence diversity, shows that RYMV diversified
rather recently (200 years ago) while the divergence time between sobemoviruses and related viruses
was estimated to be 9,000 years, that between sobemoviruses and poleroviruses approximately 5,000
years, and that among sobemoviruses approximately 3,000 years. Altogether, we concluded that the
diversification of plant viruses has spanned the history of agriculture, from the Neolithic age to the
present.

We evaluate the silencing suppression activity of the newly identified 'YMV using agro-
infiltration assays in Nicotiana benthamiana. We showed that this protein interferes with local as well
as with systemic silencing, with a stronger efficiency than that observed for the well-characterized
Tanzanian RYMV isolate (P1-Tz3), the strongest suppressor identified among RYMV isolates up to
now.

The pathogenicity characterization by ELISA test allowed us to highlight for the first time that
RYMYV isolates belong to serotype Ser2 are able to overcome the high resistance of Gigante variety.
The molecular typing based on the variation of VPg sequence involved in resistance breaking revealed
the capacity of RYMV isolates to break the high resistance without change in VPg, suggesting the
involvement of another viral gene in resistance breaking mechanism.

Bioinformatic analyses of RYMV P1 protein diversity inferring on 44 sequences allowed us to
identify sites under positive selection and to study their roles on silencing suppression activity using a
site-directed mutagenesis strategy. Four point mutations responsible for modulating the P1 activity
have been identified.

Silencing suppression activity of twenty RYMV isolates was evaluated using transient
expression assay and we identify at least 2 isolates with a 24-fold enhanced P1 activity. This makes
them promising additives for recombinant proteins production in planta (Molecular farming).

In final, we discussed the opportunity to develop biotechnological strategies that take benefit of
the hypersuppressor activity to identify strong RNA silencing suppressors usable in biotechnology.

Key words: sobemovirus, IYMV, RYMV, bioinformatic, RNA silencing suppressor, P1 protein,
recombinant proteins, biotechnology.
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