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   necrosis virus   Potyvirus  Potyviridae 

BYMV    Bean yellow mosaic virus  Potyvirus   Potyviridae 

CVMoV   Carnation vein mottle virus Potyvirus  Potyviridae 

ClYVV    Clover yellow vein virus   Potyvirus   Potyviridae 

LMV    Lettuce mosaic virus   Potyvirus   Potyviridae 

MDMV   Maize dwarf mosaic virus Potyvirus  Potyviridae 

PepMoV  Pepper mottle virus   Potyvirus   Potyviridae 

PPV    Plum pox virus    Potyvirus   Potyviridae 

PSbMV    Pea seed-borne mosaic virus  Potyvirus   Potyviridae 

PVA    Potato virus A    Potyvirus   Potyviridae 

PVY    Potato virus Y    Potyvirus   Potyviridae 
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SPFMV   Sweet potato feathery  
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   mosaic virus   Bymovirus  Potyviridae 
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Résumé 

Lesàfa teu sàd’i itiatio àdeàlaàt adu tio àso tàdesàp ot i esàdeàpla teà u ialesàpou àl’ ta lisse e tà
du cycle viral des Potyvirus. Des mutations dans ces facteurs sont la source de résistances récessives 

hezàdeà o eusesàpla tesàd’i t tàag o o i ue.àCes résistances peuvent être déjouées par les 

Potyvirus,à p i ipale e tàpa à l’a uisitio àdeà utatio sàda sà laàVPgà Vi alàP otei àGe o e-linked) 

permettant de rétablir une interaction compatible avec les formes mutées des facteurs eIF4E. Ce 

modèle simple de co- volutio à ’està pasà appli a leà auà pathos st eà Laitue/LMVà Lettuce mosaic 

virus). En effet, chez la laitue, deux allèles mo11 et mo1² du gène mo1 codant pour eIF4E confèrent la 

sista eàauàLMV.àDa sà eàpathos st e,àlaàVPgà ’aà t àasso i eà u’auà o tou e e tàdeàl’all leàdeà
résistance mo11. Un deuxième facteur de virulence entre en jeu : la protéine CI (Cylindrical Inclusion, 

helicase caractéristique des potyvirus), responsable du contournement des résistances mo11 et 

mo1². 

L’ tudeà app ofo dieà deà laà dive sit à atu elleà duà LMVà aà pe isà d’ide tifie à 4à positio sà e à a idesà
aminés dans la CI, potentiellement impliquées dans le mécanisme de contournement. Celles-ci ont 

été étudiées par une approche de génétique inverse. Les résultats mettent pour la première fois en 

vide eà l’e iste eà d’u à o tou e e tà deà sista eà pa tielà toutesà lesà pla tes ne sont pas 

infectées) et graduel (la proportion de plantes infectées augmente avec le nombre de mutations). Par 

ailleurs, ce contournement est associé au rétablissement du mouvement en systémie du virus en 

contexte de résistance et est dépendant du fond génétique du virus. 

Mots-clés : Lettuce mosaic virus, Potyvirus, résistance récessive, Inclusion Cylindrique,  CI, eIF4E, 

Evolution, contournement 

 

Abstract 

Eukaryotic translation initiation factors are essential host factors required for Potyvirus infection and 

represent a major component of recessive resistance against potyviruses in several crops. Potyvirus 

adaptation to eIF4E-mediated resistance usually occurs through mutations in the VPg (Viral Protein 

Genome-linked), restorating its interaction with the mutated eIF4E factor. Such co-evolution model 

does ’tà at hà theà Lettu e/LMVà (Lettuce mosaic virus) pathosystem. Indeed, two resistance alleles 

mo11 and mo1² of the mo1 gene encoding eIF4E, confer resistance against LMV in lettuce. The VPg 

triggers virulence only towards the mo11 allele. Another virulence determinant was identified: the CI 

(Cylindrical inclusion, potyviral helicase), which was associated with both mo11 and mo1² 

overcoming.  

By investigating the LMV natural diversity, we identified 4 amino acid positions in the CI-Cterminus 

potentially involved in mo1 overcoming. Reverse genetics experiments were carried out, 

demonstrating that mutations at these positions are associated with a partial (not all the plants are 

infected) and gradual (increase with the accumulation of mutations) resistance breaking mechanism. 

Resistance-breaking mutations were shown to restore the systemic movement of the virus and to be 

influenced by the viral genetic background.  

Keywords: Lettuce mosaic virus, Potyvirus, recessive resistance, Cylindrical Inclusion, CI, eIF4E, 

Evolution, virulence 
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Avant propos  

Les plantes qui sont des organismes sessiles, doivent faire face à de nombreuses agressions auxquelles elles 

eàpeuve tà happe ,à u’ilàs’agisseàdeàst essàa ioti uesàtelsà ueàleà a ueàd’eau,àouà ioti uesàasso i sàààdesà

agents pathogènes. Parmi les organismes responsables de maladies de plantes, les virus sont parmi les plus 

do agea lesàsu àlesà ultu esàd’i t tàag o o i ue.àLesà uel uesà o e sàdeàlutteàdispo i lesà o t eàlesà

phytovirus reposent principalement sur des mesures prophylactiques, certaines visant à limiter la présence 

d’i se tesà ve teu sà àà p o i it à desà ultu es,à afi à deà li ite à laà p opagatio à deà laà aladie.à U eà aut eà

alte ativeàestà l’e ploià deà laà lutteà g ti ue,à uià eposeà su à l’utilisatio à auà ha pà deà ultiva sà sista ts,à

lorsque de tels cultivars ont été identifiés (Palukaitis and Carr, 2008). Les résistances aux virus sont de deux 

types : les résistances à caractère dominant et les résistances à caractère récessif. Les résistances dominantes 

suivent le modèle gène pour gène énoncé par Flor (1971) : la plante possède un gène dont le produit est 

capable de reconnaître directement ou indirectement un facteur viral et de déclencher en conséquence une 

cascade de signalisation uiàdo e aàlieuàààl’a tivatio àdeà a tio sàdeàd fe seàpa àlaàpla te.àLesà sista esà

récessives reposent quant à ellesà su à l’a se eà ouà laà odifi atio à d’u à fa teu à deà l’hôteà essai eà àà

l’ ta lisse e tà duà leà vi al.à Cepe da tà leà d ploie e tà àà g a deà helleà deà esà sista esà auà sei à deà

o o ultu esàfavo iseàl’ e ge eàdeàvi usàva ia tsà uià o p o ette tàlaàdu a ilité de ces résistances. Dans 

u àsou iàdeà ieu à o p e d eà l’appa itio àdeàtelsàva ia ts,àu à i t tà oissa tàestàpo t àau àpopulatio sà

virales présentes dans les plantes adventices présentes aux abords des champs de culture, qui sont 

susceptibles de constituer des réservoirs pour de nouvelles infections. 

L’a lio atio àdeàlaàlutteàg ti ueàpasseàdo àpa àu eà eilleu eà o aissa eàdesà sista esàdeàl’hôteàetà

desà a is esà uiàp side tàààl’ volutio àdesàvi usàve sàlaàvi ule e.àLeà utàààte eàestàd’ t eàcapable de 

p di eàlaàdu a ilit àdesà sista esàe plo esàetàdeà l’allo ge ,à leà asà h a tàpa  des pratiques culturales 

adaptées ou par pyramidage des résistances. 
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Figure 1 : C cle d’i fectio  d’u e pla te par u  potyvirus, suite à son inoculation par puceron 

1) Leàvi usàestàd apsid àetàl’á‘Nàvi alàestàli àda sàlesàfeuillesài o ul es ;à àl’á‘Nàestàe suiteàt aduitàpa àlaà
a hi e ieàdeàt adu tio àdeàl’hôteàe àu eàpol p ot i eà uiàestà liv eàe à àp ot i esà ultifo tio elles ; 3) 

l’i du tio àdeà laà fo atio àd’u eà st u tu eàp i u l ai eàd iv eàduà ti ulu àe doplas i ueàpe etàu eà
réplication élevée du virus ; 4) le virus se déplace (mouvement intra-cellulaire) jus u’àà attei d eà lesà
plasmodesmes, lieux de passage de cellule à cellule (mouvement inter-cellulaire) ; 5) le virus envahit la cellule 

compagne et se charge dans le phloème pour y suivre le flux de sève élaborée ; 6) Après déchargement 

depuis le phloème dans les feuilles infectées en systémie, le virus envahit les cellules du mésophylle où il 

continue sa multiplication et son mouvement inter-cellulaire, en induisant parfois des symptômes.   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Traduction du génome des potyvirus et maturation de la polyprotéine 

Les sites de clivage reconnus par les différentes protéases virales sont indiqués par une flèche. 

e la 
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Caractéristiques du genre Potyvirus 

Parmi les virus de plante, le genre des Potyvirus eg oupeàleàplusàg a dà o eàd’esp esàvirales parmi les 

plus étudiées (Adams et al., 2011). Les potyvirus appartiennent à la famille des Potyviridae et causent des 

d g tsàsu àdeà o eusesàpla tesàd’i t t agricole.  

Lesàpot vi usàso tàt a s isàd’une plante à une autre par pucerons selon un mode non-persistant.àLo s u’u à

insecte atteint une plante infectée, il réalise des pi û esàd’essaiàau cours desquelles le virus est chargé dans 

le stylet :àl’i se teàest alo sà apa leàd’i o ule àd’aut esàpla tesàpa àdeà ouvellesàpi û esàd’essai.àLeàvi usà esteà

localisé au niveau du stylet et la capacité du puceron à transmettre le virus est donc limitée à quelques 

minutes (Brault et al., 2010). Lorsque le virus pénètre dans la cellule végétale, il est décapsidé pour permettre 

la traduction des protéines virales à partir deàl’á‘Nàvi al de polarité positive.àL’i fe tio àdeàlaà elluleà sulteà

e àlaàfo atio àd’u eàst u tu eàp i-nucléaire dérivée du réticulum endoplasmique et dans laquelle ont lieu 

la traduction et la réplication à haut débit du virus. Simultanément, le virus est assemblé en sa forme de 

mouvement (différentes études parlent de virion encapsidé, de complexe ribonucléoprotéique ou de 

vésicules dérivées du reticulum endoplasmique) et di ig à ve sà lesà plas odes esà u’ilà vaà t ave se à pou à

attei d eàlaà elluleàadja e te.àCeà ouve e tàseàfaitàdeàp o heàe àp o heàpa àlesàplas odes esàjus u’àà eà

que le virus atteigne les vaisseaux conducteurs : il se charge alors dans le phloème via les cellules compagnes 

età suità leà flu à deà s veà la o eà jus u’au à feuillesà puits,à ausa tà l’i fe tio à s st i ue,à pa foisà o l eà àà

l’appa itio àdeàs ptô es.àToutesà esà tapesàduà leàvi alàso tàassu esàpa àdes coopérations étroites entre 

les protéines virales etàlesàp ot i esàdeàl’hôte (Figure 1).  

L’ tudeà deà esà fa teu sà deà l’hôteà essai esà auà vi usà pou à assu e à so à leà i fe tieu à do eà lieuà àà laà

découverte de facteurs de sensibilité potentiellement associés à des résistances naturelles aux potyvirus, 

permettant la mise en place de la lutte génétique. Près de la moitié des résistances aux Potyvirus identifiées à 

ce jour so tàdesà sista esà essives,à eposa tàsu àlaà utatio àouàl’a se eàdeàtelsàfa teu sàdeàse si ilit  

(Kang et al., 2005), et en particulier sur des mutations duà o ple eàd’i itiatio àdeàlaàt adu tio àpou àleà leà

des potyvirus (Le Gall, 2011). En effet, le clonage au début des années 2000 de plusieurs gènes de résistance 

codant pour le facteur eIF4E chez le piment, la laitue et le pois (Ruffel et al., 2002; Nicaise et al., 2003; Gao et 

al., 2004) aà pe isà l’att i utio à ult ieu eà deà o eusesà sista esà essivesà àà desà utatio sà da sà eà

facteur (pour revue, voir Wang and Krishnaswamy, 2012)(Hart and Griffiths, 2013; Wang et al., 2013). 

L’utilisatio à deà laà pla teà od leàArabidopsis thaliana et des immenses ressources génétiques disponibles 

pou à etteàpla teào tàpe isàdeàd o t e à u’e àplusàduà fa teu àeIF4E,à leà fa teu àeIF4Gàetà lesà isofo esà

eIF(iso)4E etàeIF iso 4Gàso tà gale e tài po ta tsàpou àl’i fe tio àdeàlaàpla teàpa àlesàpot vi usà(Lellis et al., 

2002; Nicaise et al., 2007; Yoshii et al., 2004; Duprat et al., 2002; Gallois et al., 2010; Contreras-Paredes et al., 

2012).à“’ilàestàp o a leà ueà esà fa teu sàsoie tà i pli u sàda sà laà t adu tio àdeà l’á‘Nàvi al (Beauchemin et 

Laliberté, 2007; Khan et al., 2008; Michon et al., 2006; Hafrén et al., 2013 ), plusieurs études démontrent    

u’ils peuvent également i te ve i àda sàd’aut esà tapesàduà leàvi al.àE àeffet,àilàaà t àd o t  chez 
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  Protéine Taille (kDa) Fonctions connues Références 

P1 32-64 

Clivage de la polyprotéine Verchot et al., 1991 

Réplication Verchot and Carrington, 1995 

Suppression du silencing Valli et al., 2006, Tena Fernández 

et al., 2013 

D fi itio àduàspe t eàd’hôteàetà
symptomatologie 

Nagyová et al., 2012 

HC-Pro 56 

Clivage de la polyprotéine Oh and Carrington, 1989 

Réplication Kasschau and Carrington, 2001 

Kasschau and Carrington, 1995 

Mouvement de cellule à cellule Rojas et al., 1997 

Mouvement systémique Cronin et al., 1995 

Suppression du silencing Lakatos et al., 2006 

Transmission par puceron Huet et al., 1994 

Symptomatologie Redondo et al., 2001; Tribodet et 

al., 2005; Moury et al., 2011; 

Haikonen et al., 2013 

P3 37 Réplication Merits et al., 1999 

  Symptomatologie Jenner, 2002 

P3N-PIPO 14 Mouvement de cellule à cellule 

Wei et al., 2010; Wen and 

Hajimorad, 2010; Vijayapalani et 

al., 2012 

6k1 6 Symptomatologie Sáenz et al., 2000 

CI 79 

Hélicase, ATPase 

Réplication 

Mouvement de cellule à cellule 

 

Symptomatologie 

Laín et al., 1990 

Kekarainen et al., 2002 

 Carrington et al., 1998; Wei et al., 

2010b 

Zhang et al., 2009; Fujiwara et al., 

2011 

6k2 6 

Formation des vésicules de réplication Cotton et al., 2009; Agbeci et al., 

2013; Grangeon et al., 2012 

Mouvement à longue distance Spetz and Valkonen, 2004 

Symptomatologie Spetz and Valkonen, 2004 

VPg-NIa-Pro 49 

Réplication 
Rajamäki and Valkonen, 2002; 

You and Shirako, 2012 

Mouvement systémique 

Schaad et al., 1997; Rajamäki and 

Valkonen, 2002; You and Shirako, 

2012 

Traduction Eskelin et al., 2011 

D fi itio àduàspe t eàd’hôte Keller et al., 1998 

Clivage de la polyprotéine Carrington et al., 1998 

Transmission par puceron Torrance et al., 2006 

NIb 58 ARN polymérase ARN-dépendante Hong et hunt 1996 

CP 28-40 

Encapsidation du virus Allison et al., 1985 

Réplication Mahajan et al., 1996 

Mouvement de cellule à cellule Rojas et al., 1997 

Mouvement à longue distance Dolja et al.,1995 

Transmission par puceron Flassinski et Cassidy 1998 

  D fi itio àduàspe t eàd’hôte Carbonell et al., 2013 

 

Figure 2 : Fonctions des protéines codées par les potyvirus 

Les fonctions de la protéine CI sont détaillées dans la revue « The Potyviridae Cylindrical Inclusion Helicase: a 

key multipartner and multifunctional protein » Sorel et al. (2014). 
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Arabidopsis thaliana o eà hezà laà laitue,à ueà l’a se eà ouà laà utatio à duà fa teu à eIF iso 4Eà ou eIF4E 

pouvaient résulter en un blocage du mouvement à longue distance du Tobacco etch virus (TEV) et du Lettuce 

mosaic virus (LMV) respectivement, alors que les étapes de réplication/traduction et de mouvement de 

cellule à cellule ont toujours lieu (German-Retana et al., 2003; Contreras-Paredes et al., 2012).  

Si les virus dépendent auta tàdeàfa teu sàdeàl’hôteà ’estàpa eà ueàleu àg o eà odeàpou àu à o eà très 

limité de protéines. Le génome des pot vi usà o sisteà e à u à á‘Nà si pleà i à positifà d’e vi o à k ,à

polyadényl àe à ’,à li à ovale e tàe à ’àààlaàp ot i eàvi alàVPgà Vi alàP otei àGe o e-linked) et encapsidé 

dans une particule filamenteuse (Figure 2). Lorsque le virus pénètre la cellule, celui- iàestàd apsid àetàl’á‘Nà

viral est pris en charge par des protéines deàl’hôteà uiàvo tàassu e àsaàt adu tio àe àu eàpol p ot i e.àCelle-ci 

est ensuite maturée par clivage en 10 protéines : P1, HC-Pro, P3, 6K1, CI, 6K2, VPg, NIa, NIb et CP. Ce clivage 

est assuré par trois protéines virales P1, HC-Pro et NIa (Figure 2, Riechmann et al., 1992). A ces 10 protéines 

s’ajoutent une 11ème,à uiàestàleàp oduitàd’u àd alageàduà ad eàdeàle tu eàlo sàdeàlaàt adu tio àdeàlaàP àetà uià

sulteàe àl’e p essio àd’u eàp ot i eàdeàfusio àappel eàP N-PIPO (Chung et al., 2008).  

La majorité de ces protéines sont multifonctionnelles et interviennent presque toutes dans la réplication du 

vi usà età d’aut esà tapesà duà leà vi alà Figure 3). Parmi elles, la protéine de capside CP a été démontrée 

comme intervenant dans le mouvement du virus de cellule à cellule et en systémie, la transmission par 

puceron, mais également dans la réplication. La protéine HC-Pro, au-delà de son activité protéolytique, 

intervient en tant que suppresseur de silencing et dans le mouvement à longue distance du virus ainsi que 

da sà l’i te a tio à duà vi usà ave à l’i se teà ve teu à (pour revue, voir Syller, 2005). Peu de données sont 

disponibles concer a tàlaàp ot i eàP ,à uiàelleàaussiàfutàd o t eà o eàpe etta tàd’i hi e àleàsile i gà

induit par le virus (Valli et al., 2006; Tena Fernández et al., 2013). La VPg, protéine à désordre intrinsèque 

(Hébrard et al., 2009) uiàestàli eàààl’e t it à ’àdeàl’á‘Nàvi alàaà t àd o t eà o eài po ta teàpou àlaà

pli atio àduàvi usàetàestà o sid eà o eàu eàp ot i eàd’ hafaudage de par les nombreuses interactions 

qui lui ont été attribuées (pour revue, voir Jiang and Laliberté, 2011).  

La VPg est le déterminant majeur de virulence vis-à-visàdesà sista esà li esàau à fa teu sàd’i itiatio àdeà laà

traduction dans de nombreux pathosystèmes. En effet, une simple mutation au sein de la VPg permet de 

confé e àauàvi usàlaà apa it àd’i fe te àdesàpla tesà sista tesà(Truniger and Aranda, 2009). En particulier, la 

capacité du virus PVY à infecter le piment a même été démontrée comme directement corrélée à la capacité 

de la VPg du virus à interagir avec le facteur eIF4E de la plante (Charron et al., 2008). Cependant tous les 

pathosystèmes ne semblent pas obéir à cette règle simple et d’aut esà fa teu sà vi au ào tà t à e e tà

démontrés comme impliqués dans le contournement des résistance conférées par eIF4E :à ilà s’agità desà

protéines P1 du ClYVV (Clover yellow vein virus) (Nakahara et al., 2010) et de la CI du LMV (Abdul-Razzak et 

al., 2009; Tavert-Roudet et al., 2012).àD’aut eàpa t,à laàp ot i eàHC-Pro a également été démontrée comme 

interagissant avec les facteurs eIF4E et eIF(iso)4E (Ala-Poikela et al., 2011). Ces résultats mettent donc en  
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évidence la nature complexe des interactions plante-virus, et plus particulièrement des résistances conférées 

pa àdesà utatio sàdeàfa teu sàd’i itiatio àdeàlaàt adu tio .à“’ilàestà ta lià ueà esàfa teu sàso tàesse tielsàauà

leà vi alà desà pot vi us,à leu s à ôle s à e a t s à ’aà pasà e o eà t à d te i à età l’ tudeà des facteurs de 

virulence autre que VPg pourraient nous en apprendre plus à ce sujet. Parmi ces facteurs se trouve donc la 

protéine CI, protéine caractéristique et spécifique de la famille Potyviridae. 

La protéine CI (Cylindrical Inclusion) est responsable deàlaàfo atio àd’inclusions en roue à aube au sein des 

cellules végétales infectées par des potyvirus. Elle possède une activité hélicase nécessaire à la réplication du 

virus mais semble également impliquée dans le mouvement local et systémique du virus, et dans les 

interactions impliquant des gènes de résistance dominante et récessive. Ce sont toutes ces informations que 

nous avons regroupées dans la revue bibliographique ci-dessous, qui sera publiée dans le journal MPMI.  
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A unique feature shared by all plant viruses of the 

Potyviridae family is the induction of characteristic 

pinwheel-shaped inclusion bodies in the cytoplasm of 

infected cells. These cylindrical inclusions are composed 

of the viral-encoded cylindrical inclusion helicase (CI 
protein). Its helicase activity was characterized and its 

involvement in replication demonstrated through differ- 

ent reverse genetics approaches. In addition to replicat- 

ion, the CI protein is also involved in cell-to-cell and long-
distance movements, possibly through interactions with 

the recently discovered viral P3N-PIPO protein. Studies 

over the past two decades demonstrate that the CI protein 

is present in several cellular compartments interacting 
with viral and plant protein partners likely involved in its 

various roles in different steps of viral infection. 

Furthermore, the CI protein acts as an avirulence factor 

in gene-for-gene interactions with dominant-resistance 
host genes and as a recessive-resistance overcoming factor. 

Although a significant amount of data concerning the 

potential functions and subcellular localiza- tion of this 

protein has been published, no synthetic review is 
available on this important multifunctional protein. In 

this review, we compile and integrate all information 

relevant to the current understanding of this viral 

protein structure and function and present a mode of 
action for CI, combining replication and movement.  
 

The Potyviridae family includes the genus Potyvirus, one 
of the largest groups of plant viruses, and seven additional 
genera (Brambyvirus, Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus, 

Poacevirus, Potyvirus, Rymovirus, and Tritimovirus) that are 
defined on the basis of genomic relatedness, genome 
organization, and mode of transmission. According to the 
Ninth Report of the International Committee on Taxonomy 
of Viruses (Adams et al. 2011), the Potyviridae family is 
composed of 176 virus species, of which 146 belong to the 

Potyvirus genus. These worldwide pathogens infect a large 
range of hosts, including important agricultural crops. Due to 
their economic and scientific importance, two Potyvirus spp., 
Plum pox virus (PPV) and Potato virus Y (PVY), were 
recently listed in the top 10 most important plant viruses in 
molecular pathology (Scholthof et al. 2011).  
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Members of the Potyviridae family have non-enveloped 

flexuous filamentous particles of 680 to 900 nm in length and 
11 to 13 nm in diameter. The encapsidated genome is formed 
by a positive, single-stranded RNA of approximately 10,000 
nucleotides, except for the bymoviruses, whose genome 
consists of two RNAs. The uncapped genomic RNA has a viral 
protein linked to the 5′ end, contains 5′ and 3′ terminal 
untranslated regions (about 100 to 150 and 200 nucleotides, 
respectively), and a large open reading frame (ORF) encoding 
a polyprotein processed co- and post-translationally into 10 
multifunctional proteins: P1, helper component proteinase 
(HC- Pro), P3, 6K1, cylindrical inclusion (CI) protein, 6K2, 
viral genome-linked protein (VPg), nuclear inclusion a (NIa), 
nuclear inclusion b (NIb), and capsid protein (CP) (Urcuqui-
Inchima et al. 2001) (Fig. 1). A small ORF called "pretty 
interesting Potyviridae ORF" (PIPO) embedded in the P3 
cistron is ex- pressed as a functional protein fused to the N-
terminal region of P3 (P3N-PIPO), presumably via a 
ribosomal frameshift during translation or transcriptional 
slippage during RNA synthesis (Chung et al. 2008; 
Vijayapalani et al. 2012; Wen and Hajimorad 2010). Based on 
similarities of genome structure and some protein sequences, 
the Potyviridae spp. are considered as distantly related to the 
plant viruses of the family Secoviridae and to animal viruses of 
the family Picornaviridae as well as other families of the order 
Picornavirales (International Committee on Taxonomy of 
Viruses website), in the proposed supergroup of Picorna-like 
viruses (Goldbach et al. 1994).  

A unique feature shared by all species of Potyviridae is the 
induction of characteristic pinwheel-shaped inclusion bodies in 
the cytoplasm of infected cells (Edwardson 1974). These 
cylindrical inclusions are composed of the virus-encoded CI 
protein and are one of the key features for diagnosis of Poty- 

viridae spp. infection. Other types of inclusions can be seen in 
Potyviridae-infected plant cells, such as nuclear inclusions and 
amorphous inclusions, but they are neither produced by all the 
Potyviridae members nor exclusive to them. Although inclu- 
sion bodies associated with virus infection are often consid- 
ered to be inactive storage forms of particular proteins, it seems 
unlikely that highly ordered structures such as pinwheels could 
only be random protein aggregates with no function in the 
viral infection. The CI protein forming these inclusions is a 
multifunctional protein whose involvement in virus replication 
and cell-to-cell movement has been demonstrated. CI protein 
may also participate in the systemic movement of the virus and 
contribute to symptom determination, elicit dominant resistance 
responses, and facilitate the breaking of recessive resistance. 
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Additionally, a significant number of viral and plant factors 
located in different subcellular compartments of the plant cell 
have been demonstrated to interact with this protein. In this 
review, we present an integrated view of the CI protein's 
localization, interacting partners, and activities in order to de- 
velop a model of its action that combines the replication and 
movement functions of this protein during the viral infection 
process.  
In this review, the abbreviated term "CI" will be used to 
design the viral protein that forms the cylindrical inclusions, 
whereas we will refer to these structures without abbreviation.  
 
Cylindrical inclusions: The main ultrastructural 
diagnostic criterion for Potyviridae infection.  
In the 1950s, improvement of histological techniques for 
electron microscopy based on negative staining and 
transmission electron microscopy enabled plant virologists to 
observe viral particles in plant tissues and ultrastructural 
changes induced by viruses. In 1958, the potyvirus PVY was 
first observed in infected leaves of Datura metel (David-
Ferreira and Borges 1958). Filamentous virus particles of 
constant width were observed, together with cylindrical 
inclusions in the cyto- plasm of infected cells. Similar structures 
were further described in various plant hosts infected by 
different members of the Poty- viridae family, such as Tulip 

breaking virus, Turnip mosaic virus (TuMV), Tobacco etch 

virus (TEV), Wheat streak mosaic virus (WSMV), Bean yellow 

mosaic virus, Watermelon mosaic virus, Lettuce mosaic virus 
(LMV), Bean common mosaic virus, and Sugarcane mosaic 

virus (Edwardson 1966). Some of those inclusions were 
described as pinwheels and others as bundles, which led to a 
misinterpretation that they represented two distinct types of 
inclusion bodies. In 1966, Edwardson per- formed series of 
cross and longitudinal sections of tobacco leaves infected 
with TEV and demonstrated that pinwheels and bundles were 
two sides of the same structure. Cylindrical inclu- sions were 
described as "curved or flat striated protein plates with their 
inner edges converging around the central axis of the cylinder 
and their outer edges diverging to form boundary of the 
cylinder" (Edwardson 1966). Scrolls, tubes, and laminated 
aggregates were also associated with the pinwheel bundle and, 
thus, the potyviral cylindrical inclusions were also usually 
known as pinwheels. After purification of the cylindrical inclu- 
sions (Hiebert et al. 1971), antisera raised against them did not 
react with the CP protein or with host proteins (Purcifull et 
al. 1973). Hence, nonstructural proteins encoded by the viral 
ge- nome were hypothesized to comprise these cylindrical 
inclu- sions. This was supported by the identification of the CI 
protein among the in vitro translation products of Pepper 

mosaic virus genomic RNA (Dougherty and Hiebert 1980).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cylindrical inclusions are characteristic of Potyviridae spp. 
infection and their detection by electron microscopy is used as a 
diagnostic tool (Edwardson 1974). Based on variations in 
shape and size, four subgroups of inclusions were established 
in order to help identify viral species (Edwardson and Christie 
1978; Edwardson et al. 1984). However, further ultrastructural 
analysis revealed that the forms of the cytoplasmic inclusions 
were not valid cytological criterion for distinguishing species 
because, as reported by Edwardson (1992), different isolates of 
the same virus could induce different inclusions. Today, the 
identification of new viral species is based on the degree of 
similarity of their genome sequences along with biological 
characteristics, such as host range, vector, and pathogenicity 
(Adams et al. 2005).  

Despite the abundance of literature describing the structural 
aspects of the pinwheel inclusions, the exact mechanism for 
their formation is still unknown and it is not clear whether inclu- 
sions form spontaneously or if their assembly requires the activ- 
ity of other viral or host proteins (Graybosch et al. 1989; Wittner 
et al. 1998). Self-interaction was demonstrated in planta for the 
full-length CI protein of PPV by a bimolecular fluorescence 
complementation system (BiFC) (Zilian and Maiss 2011) and 
for the CI protein of the tritimovirus WSMV through an in vitro 
binding assay using a glutathione-S-transferase fusion protein 
expressed in bacteria and in vitro translation products (Choi et 
al. 2000). In yeast two-hybrid (Y2H) assays, positive self-inter- 
actions were detected for N-terminal fragments of the PPV CI 
protein (Gómez de Cedrón et al. 2006; López et al. 2001). How- 
ever, in contrast, the C-terminal region of the WSMV CI protein 
was shown to be involved in the self-interaction (Choi et al. 
2000). Therefore, it seems that the Potyviridae CI proteins are 
able to interact in the absence of other viral proteins through 
their C-terminal and N-terminal ends.  

Previous work tends to demonstrate that CI self-assembly is 
virus specific, because mixed infections with members of dif- 
ferent genera of Potyviridae failed to form hybrid cylindrical 
inclusions (Langenberg 1991, 1993). To assess the possible 
auto-formation of pinwheels, heterologous expression of CI 
protein from diverse potyviruses in transgenic Nicotiana taba- 

cum (under the control of Cauliflower mosaic virus [CaMV] 
35S or rbcS1 promoter) and in N. benthamiana (under the con- 
trol of CaMV 35S promoter) was performed; no cylindrical 
inclusion could be detected in those transgenic plants, despite a 
great disturbance of cellular inter- and intra-arrangements 
(Graybosch et al. 1989; Maiti et al. 1993; Shand et al. 2009; 
Wittner et al. 1998). This suggests that either the expression 
level of transgenic CI was insufficient or other viral partners 
were needed to form pinwheels, in spite of the capacity of the 
CI protein to self-interact. 

 
 
 

Fig. 1. Genomic organization of potyviruses.  
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Observation of Sweet potato feathery mottle virus-infected Iris 

setosa leaves at various time points after infection via aphids, 
allowed Lawson and co-workers (1971) to provide a 
comprehensive description of the formation of cylindrical in- 
clusions. Inclusions first appeared in the parenchyma cells of the 
vascular bundle and in phloem cells, then in mesophyll cells, 
where they were close to the plasmalemma and perpendicular to 
the cell wall. In another article from the same group, Lawson and 
Hearon (1971) demonstrated that the inclusions associated with 
plasmodesmata (PDs). The association of cylindrical inclusions 
with PDs was also observed in wheat root cells newly infected 
with WSMV and Wheat spindle streak mosaic virus (Langenberg 
1986, 1993), in newly emerged leaves of tobacco infected with 

Tobacco vein mottling virus (TVMV) (Rodríguez-Cerezo et al. 
1997), and at the front of infection of Pea seed-borne mosaic 

virus (PSbMV) in pea cotyledons (Roberts et al. 1998) (Fig. 2). In 
all cases, a close association of CI with CP was observed. In all 
those studies, at early stages of the infection (1 to 5 days), 
pinwheels were intact and close to the plasma membrane; no 
structures were observed in the cytoplasm. In SFMV-inoculated 
leaves, the PD-associated inclusions were detached partially from 
the plasmalemma and associated with the endoplasmic reticulum 
(ER) at 7 days after inoculation (dai) (Lawson et al. 1971). 
Pinwheels that were completely cytoplasmic began to disinte- 
grate, forming loops and circles in the cytoplasm (Fig. 2). At 10 
dai, some membrane-like aggregates appeared to result from the 
association of pinwheel septa becoming parallel with ER-derived 
vesicles. These structures were also observed by Weintraub and 
Ragetli (1970) in leaf cells of Dianthus barbatus infected with 

Carnation vein mottle virus and were associated with virus-like 
particles. The physical association between inclusions and virus 
particles was later further supported by co-purification of virus 
particles with CI protein (Gabrenaite-Verkhovskaya et al. 2008; 
Hiebert and McDonald 1973).  

Recently, cylindrical inclusions have been described in phloem 
parenchyma and companion cells of tobacco and pepper plants 
infected with PVY, as well as in the xylem tracheary elements 
(Otulak and Garbaczewska 2012). Similarly to those previously 
observed in mesophyll cells, these inclusions were in close 
proximity to the plasmalemma, opposed to PD.  

Thus far, although one would think that the aggregation of 
waste proteins would not require such highly arranged struc- 
tures, no clear function has been assigned to the cylindrical 
inclusions other than a potential role in movement (discussed 
below). Furthermore, it was shown by electron microscopy and 
immunogold labeling that the CP and the P3 proteins of TVMV 
and the P1 protein of PVY are associated with cylin- drical 
inclusions in infected tobacco leaves and protoplasts (Ammar et 
al. 1994; Arbatova et al. 1998; Rodríguez-Cerezo et al. 1993), 
suggesting a possible role of the cylindrical inclusions as a 
scaffold structure related to the virus replication.  
 
CI protein: A major viral replication factor.  

CI and replication factories. Proliferation of ER membranes in 
infected cells leading to the formation of viral factories was 
observed for several viruses, including potyviruses (den Boon and 
Ahlquist 2010; Schaad et al. 1997; Zechmann et al. 2003). For 
TuMV and TEV, it was shown that replication and transla- tion of 
the viral genome could be coordinated into specialized 
cytoplasmic vesicles originating from the ER and induced by the 
viral membrane anchoring protein 6K2 or 6K2-VPg-Pro precursor 
(Beauchemin and Laliberté 2007; Cotton et al. 2009; Schaad et al. 
1997). The biogenesis of the replication vesicles occurs at ER exit 
sites in a COPI- and COPII-dependent manner (Wei and Wang 
2008), potentially stabilizing the vesicles. In N. benthamiana cells 
infected with TuMV:6K2-green fluorescent protein, 6K2 vesicles 
were observed to co-localize with chloroplasts and induce their 
invagination (Wei et al. 2010a). Viral RNA, double-stranded 
(ds)RNA, and viral replicase components were detected in these 

chloroplast-bound 6K2 vesicles, suggesting a sequential 
recruitment of ER and chloroplasts for potyvirus replication. More 
recently, an integrative model was proposed by Grangeon and 
associates (2012), who described the formation during TuMV 
infection of a large perinuclear globular structure: an 
amalgamation of ER, Golgi bodies, COPII coatamers, 
chloroplasts, and viral replication complex components. ER and 
Golgi bodies in this globular structure remained connected to the 
host secretory pathway and 6K2 vesicles appeared to emerge from 
and be functionally linked to this structure, probably for intra- and 
intercellular movement purposes (Agbeci et al. 2013).  
In 1990, Calder and Ingerfeld observed that pinwheel inclu- sions 
induced by PSbMV infection were in close proximity to the rough 
ER in pea-infected leaf cells. Moreover, they observed vesicles 
originating from pinwheel-associated ER: some were light and 
others were electron dense. Similar vesicles were observed in 
TuMV-infected cells (Grangeon et al. 2012). This led to the 
hypothesis that the CI protein of the inclusions might be associated 
with these vesicles, although this hypothesis has not received 
further experimental support. Analysis of the proteolytic 
processing of the Potato virus A (PVA) polyprotein per- formed 
by virus-encoded proteinases in insect cells showed that cleavage 
between CI and 6K2 was slow (Merits et al. 2002). Indeed, the 
unprocessed CI-6K2 intermediate was detected in infected leaves 
associated with the membrane fraction, while the fully processed 
CI protein was associated with the soluble fraction. Hence, the 
6K2 fusion would provide membrane anchoring for CI loading in 
the vesicles. In fact, immunolocalization assays performed on N.  
 
  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2. Various morphologies of cylindrical inclusions (CI). A, Detection of 
PSbMV CI at both sides of the plasmodesmata connecting two pea cotyledon 
cells at the front of infection (from Roberts et al. 1998). Bar = 500 nm. The 
arrow indicates the presence of capsid protein in the plasmo- desmata cavity. B, 
Immunodetection of CI proteins in pinwheels detached from the cell wall (from 
Rodriguez-Cerezo et al. 1997). Bar = 100 nm; cy = cytoplasm. C, Observation of 
pinwheels disintegrating, some of them being connected to endoplasmic 
reticulum (ER). Vesicles are detected in the vicinity of condensing inclusions 
(arrows) (from Otulak and Garbaczewska 2012). Bar = 1 m, CW = cell wall, 
LA = pinwheel inclusions, M = mito- chondrion, Pme = Palisade Parenchyma. 
D, Three-dimensional schematic representation of conical and pinwheel 
inclusions (Astier et al. 2001).  

 

Vol. 27, No. 3, 2014 / 217



16 

 

 
  



17 

 

benthamiana leaves infected with TuMV demonstrated that ER-
derived vesicles were associated with CI and that all dsRNA 
punctates detected in these vesicles co-localized with the CI but 
not all CI co-localized with the dsRNA (Cotton et al. 2009). The 
vesicles contained other viral proteins associated with RNA 
synthesis (VPg, RNA-dependent RNA polymerase [RdRP] NIb) 
and RNA replication was demonstrated by BrdU staining (Cotton 
et al. 2009). Alternatively, CI protein expressed transiently in 
TuMV-infected cells was shown to accumulate as spike-like 
structures in proximity to these vesicles, in addition to structures 
penetrating the cell wall (Wei et al. 2010a). These observations 
suggested that, inside the vesicles, the CI could be involved in 
viral replication but exhibit another role in their vicinity. For 
example, interactions between the CI of the vesicles (replication 
complexes) and the CI of the cylindrical inclusions (transport 
engine) could facilitate the transport of the RNA-CP complex (or 
virions) through the PDs.  

Furthermore, host factors involved in mRNA translation were 
detected in these vesicles, among them eIF(iso)4E, whose lettuce 
homolog eIF4E was demonstrated to interact with the C- terminal 
part of the LMV CI protein (Tavert-Roudet et al. 2012). In the case 
of TuMV infection, the presence of eIF(iso)4E in these vesicles 
suggests a role of this protein in RNA replication, and also a close 
physical relationship between translation and replication of the 
viral RNA (Beauchemin and Laliberté 2007). The authors 
hypothesize that 6K2-VPg-Pro, another polyprotein intermediate 
cleavage product, not only induces the formation of membrane 
vesicles that house replication complexes but also may be 
responsible for the coupling of viral RNA translation and 
replication through interaction with both eIF(iso)4E and viral 
RdRP within a single vesicle. An alternative hypothesis states that 
the interaction of CI with eIF4E which, in turn, interacts with eIF4G 
would facilitate intracellular movement of those vesicles via eIF4G 
association with microtubules (Wang and Krishnaswamy 2012). 
Indeed, it has been demonstrated that the TuMV-induced 6K2 
vesicles are very motile and that an intact microfilament network 
and a functional secretory pathway are important for intracellular 
movement and the establishment of a productive infection 
(Agbeci et al. 2013; Cotton et al. 2009; Wei et al. 2010a). 
However, the involvement of microtubules in the vesicle 
movement is questioned by the results of Cotton and associates 
(2009), because they showed that drugs that disassemble 
microtubules did not significantly affect TuMV infection.  

The presence of CI in the virus-induced vesicles was also 
supported by the fact that Y2H interactions have been demon- 
strated between the CI protein and host proteins originating from 
the ER and chloroplast (Bilgin et al. 2003; Jiménez et al. 2006). 
One study has shown that CI from TEV, as well as the P50 
helicase of the tobamovirus Tobacco mosaic virus (TMV), interacts 
with the ER stress-related P58IPK protein of Arabidopsis thaliana 
and N. benthamiana. In a second study, Jimenez and associates 
(2006) identified the chloroplastic photosystem I PSI-K subunit 
from A. thaliana and N. bentham- iana as a protein that interacts 
with the CI protein from PPV and TVMV. Although the 
enhancement of chloroplast associated ATPase activity in maize 
plants infected by Maize dwarf mosaic virus (MDMV) (Chen et 
al. 1994) was probably the result of global physiological changes 
caused by the infection, the possibility that helicase activity of the 
CI protein in the chloroplast compartment contributed to the 
observed effect cannot be ruled out. In this regard, in the same 
study, ATPase activity was also observed at the end of the 
pinwheels arms, in the ER-derived vesicles, and throughout the PD.  

Helicase activity. Potyviridae CI proteins possess highly 
conserved amino acids in their amino-terminal and central domains  
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(Fig. 3, amino acids 35 to 360) that are organized in 12 
characteristic sequence motifs (Fairman-Williams et al. 2010; 
Gorbalenya and Koonin 1993) with great similarity to helicase 
proteins of the super family 2 (SF2) (Fairman-Williams et al. 
2010; Kadaré and Haenni 1997; Laín et al. 1989). Interestingly, 
whereas Potyviridae spp. belong to the picorna-like cluster of RNA 
viruses, whose putative helicases belong to the SF3 group, their CI 
proteins are more similar to the viral helicases of the SF2 group in 
the family Flaviviridae (Laín et al. 1989). 

An RNA helicase activity was first demonstrated for PPV CI 
purified from N. clevelandii-infected leaves (Laín et al. 1990, 
1991). The authors showed that the purified CI protein displayed a 
poly-A-stimulated ATPase activity involved in unwinding RNA 
in a 3′ to 5′ direction. Furthermore, a PPV CI/maltose-binding 
fusion protein synthesized in Escherichia coli retained NTPase and 
RNA helicase activities in vitro (Fernández et al. 1995). NTPase 
and RNA helicase activities of the CI protein of Tamarillo mosaic 

virus were also characterized (Eagles et al. 1994). One hypothesis 
stemming from these results is that CI protein, through its RNA 
helicase activity, plays a role in viral replication by unwinding 
RNA secondary structure or possibly recruiting viral RNA for 
replication and transfer to the translation machinery. Fernández 
and coworkers (1997) demonstrated that motif V of the PPV CI, 
which is involved in NTP hydrolysis and necessary for helicase 
activity, was essential for systemic viral infection and virus 
replication in protoplasts. Likewise, any mutation or insertion 
within the con- served helicase motifs of TVMV, PVA, or TEV 
abolished or drastically lowered virus replication, further 
underscoring the strong correlation between helicase activity and 
virus replication (Carrington et al. 1998; Kekarainen et al. 2002; 
Klein et al. 1994) (Fig. 3).  

Reverse genetics experiments also uncovered permissive 
mutations or insertions all along the CI coding region that 
apparently do not disturb the structural arrangement of the protein. 
Some insertions in the C-terminal part of the CI protein of TVMV 
or TEV were deleterious for virus replication in tobacco plants, 
even though the removal of the C-terminal 103 amino acids (aa) 
of the protein from PPV CI did not affect its RNA helicase 
activity in vitro (Fernández et al. 1995). Thus far, no function has 
been assigned to the C-terminal region of the CI protein, although 
it is a prominent feature, extending beyond the conserved 
domains. Hence, the C-terminal part of the CI protein might be a 
regulatory module, necessary in the context of a plant infection; 
for example, by brokering interaction with other proteins involved 
in virus replication.  

 
CI is required for virus movement within the plant.  

CI inclusions flirting with plasmodesmata. As mentioned above, 
ultrastructural analyses revealed that cylindrical inclu- sions were 
localized in the vicinity of the plasmalemma at early times of 
infection. CI was associated with cone-shaped structures close to 
PD, together with CP and viral RNA (Calder and Ingerfeld 1990; 
Langenberg 1993; Lawson et al. 1971; Roberts et al. 1998; 
Rodríguez-Cerezo et al. 1997). In this regard, one could 
hypothesize that CI acts as a movement protein (MP) by 
increasing the size exclusion limit (SEL) of PD. Nevertheless, this 
was not supported by microinjection experiments performed by 
Rojas and associates (1997) with Bean common mosaic necrosis 

virus CI. One major advance in understanding the relevance of PD 
localization in the function of CI was made with the recent 
discovery of P3N-PIPO (Chung et al. 2008; Vijayapalani et al. 
2012). This protein was shown to be localized at the PD and was 
able to promote its own movement between cells (Vijayapalani et 
al. 2012; Wei et al. 2010b). Anchoring of P3N-PIPO to PD was 
demonstrated to be dependent on its interaction with 
myristoylated plasma-membrane-associated cation-binding  
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Fig. 3. Cylindrical inclusion (CI) protein sequence alignment of model potyviruses (numbering according to TuMV CI sequence). Conserved amino acids are 
colored in gray and helicase domains determined according to Fairman-Williams and associates (2010) are indicated in the red boxes. Amino acid positions 
whose mutation affects virus replication are highlighted in red, virus movement in green, both replication and movement in yellow, virulence against plant 
resistance in purple, and permissive amino acid positions whose mutation does not affect the viral cycle in blue. Data on LMV refer to Krause-Sakate and 
associates (2005), Abdul-Razzak, and associates (2009), and personal data (M. Sorel and L. Svanella, unpublished). Data on PPV refer to Fernández and 
associates (1997) and Gómez de Cedrón and associates (2006). Data on PVA refer to Kekarainen and associates (2002). Data on TEV refer to Chu and associates 
(1997) and Carrington and associates (1998). Data on TVMV refer to Klein and associates (1994). Data on SMV refer to Zhang and associates (2009) and Seo 
and associates (2009). Data on PVY refers to Faurez and associates (2012). Data on TuMV refer to Jenner and associates (2000,  2002) and Fujiwara and 
associates (2011). Sequences were retrieved from GenBank: accession numbers 21492611 (PVA), 9629179 (TVMV), 9790340 (TEV), 9627728 (PVY), 9626508 
(PPV), 20153339 (LMV), 56407093 (TuMV), and 12018225 (SMV).  
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protein 1 (PCaP1) (Vijayapalani et al. 2012). Furthermore, the PD 
localization of CI in N. benthamiana leaf cells was shown to be 
modulated by its interaction with P3N-PIPO (Wei et al. 2010b). 
Altogether, ultrastructural studies and subcellular localization data 
suggest that the potyvirus CI is involved in cell-to-cell movement, 
likely through the formation of conical structures anchored to and 
extending through PD. Furthermore, CI protein was also detected 
in the phloem of infected plants and in the companion cells in 
different studies (Lawson et al. 1971; Otulak and Garbaczewska 
2012; YanHong et al. 2009), suggesting a po- tential role in long-
distance movement of the virus.  

Genetic evidence of the role of the CI protein in movement.  
Alanine-scanning mutagenesis experiments performed on TEV CI 
(Carrington et al. 1998) together with point mutation analyses of 
PPV CI (Gómez de Cedrón et al. 2006) in the N-terminal 177-aa CI 
self-interaction domain (López et al. 2001), identified mutations 
that did not disturb viral replication but delayed or blocked cell-to-
cell movement. The alanine replacement of Asp3 and Asp4 
(DD3,4AA mutation) drastically impaired cell-to-cell spread of 
both TEV and PPV (Fig. 3). Mutations to alanines of Lys100, Arg 
101 (KR100,101AA) and Lys 101, Lys 102 (KK101,102AA), 
respectively, for TEV and PPV affected cell-to-cell movement in a 
host-specific manner in the case of PPV. Both double mutations 
(DD3,4AA and KK101,102AA) significantly reduced the self-
interaction strength of PPV CI in the Y2H system. Furthermore, 
the defect in cell-to-cell movement of TEV with CI mutations 
DD3,4AA or KK101,102AA was linked to the absence of PD-
associated structures in the presence of P3N-PIPO, even though 
P3N-PIPO-CI interaction still occurred (Wei et al. 2010b). These 
results argue that CI structures are necessary for cell-to-cell 
movement of the virus. Nevertheless, the PPV CI self-interaction 
evident in planta by BiFC (Zilian and Maiss 2011) occurred in 
small aggregates located close to the plasma membrane, possibly in 
PD, even in the absence of a P3N-PIPO partner.  

In addition to the cell-to-cell movement-defective mutants with 
amino acid changes in the N-terminus of CI, Carrington and 
associates (1998) designed TEV mutants with substitu- tions in 
the C-terminal part of the protein (EE502,503AA, 
KD512,513AA, and KD602,603AA) (Fig. 3). These mutants 
proved to be able to establish multicellular infection foci by 
functional cell-to-cell movement despite a low replication level for 
two of them. However, long-distance movement seemed to be 
impaired, because no systemic infection was detected. This 
suggests an involvement of the CI protein in the long-distance 
movement of the virus. Thus, it is of interest to investigate the 
possible role of CI in phloem loading and unloading, and to assess 
whether the functionally unknown C-terminal part of the protein 
participates in this presumed function. It would also be of interest 
to map the interaction domain of CI with P3N-PIPO and to 
determine whether long-distance movement is dependent on this 
interaction as well.  

All these data point toward an essential role of CI in the virus 
movement as a part of a multiprotein "movement complex".  
Cell-to-cell movement complex for potyvirus infection. The cone-
shaped structures formed by CI and anchored at PD early in the 
infection by P3N-PIPO-CI interaction were also shown to contain 
CP and viral RNA (Roberts et al. 1998; Rodríguez- Cerezo et al. 
1997; Wei et al. 2010b). Furthermore, different studies revealed 
interactions between CI and CP proteins (Langenberg 1991; 
Zilian and Maiss 2011), and the CI protein was shown to be 
associated with entire virus particles for PVA, PVY, and TEV 
(Gabrenaite-Verkhovskaya et al. 2008; Langenberg and Purcifull 
1989). BiFC evidence even located the PPV CI-CP interaction in 
aggregates in close proximity to the plasma membrane. The CI of 
PVA was demonstrated to interact with HC- Pro as well. Unlike 
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the CI, CP, HC-Pro, and P3N-PIPO are able to increase the SEL of 
PD to promote their own cell-to-cell movement (Rojas et al. 1997; 
Vijayapalani et al. 2012). Therewith, genetic evidence shows that 
the P3N-PIPO and CP are essential for virus cell-to-cell 
movement (Wen and Hajimorad 2010; Dolja et al. 1994, 1995) 
while evidence exists for the involvement in this process of the 
HC-Pro protein, which could as well be able to move 
autonomously from cell to cell and long distance in order to fulfill 
its silencing suppression function (Kasschau and Carrington 2001).  

In light of these experimental data, one can conceive a model 
in which CI self-interacts to form pinwheel inclusions anchored to 
the PD via CI-P3N-PIPO interaction. This self- interaction seems 
to be dependent on the N-terminal part of the CI whose mutations 
abolish the cell-to-cell movement. Those cone-shaped CI 
structures cross the PD, making a tunnel to facilitate the 
movement of the virus. Their interaction with CP and the viral 
RNA could help the recruiting and concentration of viral 
movement forms in the PD, analogously to a funnel. Recent data 
on TuMV infection demonstrated that intracellular movement of 
the 6K2 vesicles was necessary for cell-to-cell movement of the 
virus and that both early and late secretory pathways were 
required for TuMV intercellular movement (Agbeci et al. 2013). 
The authors hypothesize that the secretory pathway would be 
required for sorting membrane-associated viral RNA protein 
complexes to PDs. Hence, the targeting of the virus to PD might 
be operated via vesicle recruitment to PD by interaction between 
spike-like CI associated with vesicles and pinwheel CI associated 
with PDs.  

This suggests either docking of these vesicles at PD for un- 
loading of the virion or viral RNA-CP complex to the adjacent cell, 
or movement of the vesicles themselves from cell to cell.  

The movement of 6K2 vesicles has been described to occur 
from cytoplasm toward viral factory and back to the cytoplasm 
(Grangeon et al. 2012), suggesting a recycling of the vesicles. 
This could explain the existence of two types of vesicles ob- 
served in infected cells: electron-dense and electron-translucide 
vesicles (Calder and Ingerfeld 1990; Grangeon et al. 2012), 
corresponding to vesicles targeted to PD or back to the perinuclear 
structure. If vesicles are recycled back to the viral factory, cell-to-
cell movement of the virus would need their unloading at the PD 
vicinity. Most of the positive-sense RNA viruses induce 
replication vesicles, emerging from different host cell 
compartments. These vesicles are interconnected and, in most of 
the cases, are linked to the cytoplasm by neck-like opening 
allowing the export of the viral RNA (den Boon and Ahlquist 
2010). No such opening has been observed to date in 6K2 
vesicles, implying that the hypothetical export would be driven by 
protein transport. These proteins would be associated with the 
vesicle membrane by transmembrane domains or amphipathic 
helixes, as detected in the N-terminal region of 2C protein of 
picornaviruses.  

Therewith, the transfer through PD might be an active process, 
utilizing the energy of ATPase activity of CI. In fact, ATPase 
activity was demonstrated in PD of maize infected by MDMV 
(Chen et al. 1994), demonstrating that the CI helicase domain 
could be active even in PD. Consequently, one can hypothesize 
that the CI RNA helicase, beside replication, could be involved as 
a chaperone or maturase that facilitates a correct RNA folding or 
be involved in the rearrangement of RNA-protein interactions, as 
suggested by Schwer (2001) and Linder (2004), to form functional 
viral movement ribonucleic acid-protein complexes (RNPs). Our 
knowledge here is limited by the inability to uncouple replication 
and movement in order to study the virus cell-to-cell movement in 
the absence of helicase activity. On the other hand, in contrast to 
the enhancement in translatability of virus particles of the potexvi-  

 

 



20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 

 

rus Potato virus X by interaction of the MP with RNA helicase 
activity TGBp1 (Atabekov et al. 2000), the attachment of CI to 
PVA virions appears to reinforce particle integrity and to reduce 
the translation efficiency (Gabrenaite-Verkhovskaya et al. 2008). 
Thus, it is suggested that detachment of CI from particles after 
transport through the PD may be required to initiate a new 
infection.  

Although the replication and movement functions of the CI 
protein are discussed separately in the present review, these two 
processes could act in a coordinated way. Indeed, Tilsner and 
Oparka (2012) recently proposed a model for coupling of 
movement and replication of viruses. Their review gathers 
multiple examples of viral MPs associated with vesicle repli- 
cation complexes (VRCs) and shows how this localization is 
correlated with viral cell-to-cell movement. In the case of 
potyviruses, the CI protein is the top candidate for this link be-
tween replication and movement: the inclusions could provide an 
ordered structure for anchoring the VRC and targeting it to PD.  

 
CI and host resistance.  

Plant viruses are difficult to combat and the use of cultivars that 
are genetically resistant to viruses has become a critical factor for 
sustainable agriculture (Elena et al. 2011). Resistance to viruses can 
be determined by defensive reactions of the plant in response to the 
recognition of molecular patterns common to different pathogens 
as dsRNA, which induces antiviral RNA silencing; defense 
mediated by dominant resistance (R) genes that are elicited by 
specific factors of the virus; and by the absence or lack of 
functionality of host factors required for the viral infection, which 
are governed by recessive resistance genes (Pallas and García 
2011). Unfortunately, the use of resistance genes for crop 
protection suffers from the emergence of adapted resistance-
breaking virus populations, as a consequence of the ability of the 
virus to evolve, favored by the selective pressure.  

R-gene-mediated recognition of virus elicitors is accompanied 
by hypersensitive response (HR) or extreme resistance (ExR). In 
the first case, HR is characterized by the appearance of 
macroscopic necrotic lesions at the site of inoculation (local 
lesions) whereas, in ExR, plants remain symptomless and virus 
accumulation is undetectable even in the inoculated leaf. 
Sometimes, the virus can escape the HR in the inoculated leaf and 
move to the upper leaves, where the systemic hypersensitive 
response takes place, which can be lethal, leading to the death of 
the plant. The R genes involved in these reactions code for 
products that interact directly or indirectly with corresponding 
viral elements that are known as avirulence (Avr) factors (Dangl 
et al. 2013; Flor 1971). Any protein of the infecting virus can be 
the particular Avr specifically recognized by the R gene (Culver 
1997). In many cases, it has been possible to map the precise 
amino acids in viral proteins that determine the recognition, and 
mutations in these residues allow the virus to recover virulence. 
Similarly, in the cases of recessive resistance derived from the 
inability of the resistant plant to provide a functional element 
required for the infection process, the virus can be adapted by 
mutations in a viral factor that facilitates a productive interaction 
with the defective host factor or even the escape from its 
requirement. The potyvirus CI protein was shown to be involved 
in the elicitation of defensive responses mediated by R genes and 
in presumed interactions with host factors determining recessive 
resistance. Mutations in the CI coding region were shown to allow 
potyviruses to break both kinds of resistance in several plant-
potyvirus pathosystems. Moreover, CI has been shown to be an 
important determinant of the symptoms caused by potyviruses in 
productive infections.  

 
 
 

CI: a resistance-eliciting and resistance-breaking determinant. 
The Avr determinant may be multifaceted for some resistance traits, 
as illustrated by the thoroughly studied pathosystem involving 

Soybean mosaic virus (SMV) and soybean, where three distinct R 
genes (Rsv1, Rsv3, and Rsv4) conferring dominant resistance to 
different strains of SMV were reported (Hayes et al. 2004; 
ShagaiMaroof et al. 2010; Suh et al. 2011). Several studies suggest 
that different disease responses on soy- bean cultivars result from 
interactions among these three R genes and viral pathogenic 
determinants. The molecular determinants in SMV for Rsv-
resistance breaking have been characterized to various extents 
(Chowda-Reddy et al. 2011; Hajimorad et al. 2008; Khatabi et al. 
2012; Seo et al. 2009, 2011; Wen et al. 2013; Zhang et al. 2009). 
In particular, determinants for virulence on Rsv3 were mapped to 
the CI protein (Seo et al. 2009; Zhang et al. 2009). By using 
chimeras between avirulent and virulent SMV isolates, the authors 
demonstrated that both the N-terminal and C-terminal parts of CI 
are required for Rsv3-mediated resistance breaking (Seo et al. 
2009; Zhang et al. 2009) and revealed the key role played by 
amino acids heterogeneities D/A37 and R/K589 of CI for gain or 
loss of elicitor function (Fig. 3). In addition, Chowda-Reddy and 
coworkers (2011) intended to demonstrate the possible in- 
teractions between viral Avr factors involved in the three Rsv 

resistances. The authors showed that appropriate CI sequences are 
required for gain of virulence on Rsv1 and Rsv3 genotype soybean, 
although P3 also played an essential role in virulence 
determination on these two resistance loci as well as on Rsv4- 
confered resistance. This study, consequently, emphasizes the 
importance of the genetic background of the virus in the over- 
coming process and its complexity in the case of pyramided 
resistances.  

CI was also shown to be an Avr factor for several other po- 
tyviruses. Another case of P3-CI co-involvement in virulence in 
resistant plants was evidenced for the TuMV-Brassica napus 
pathosystem (Jenner 2002), with a particular P3 sequence 
enabling the virus to overpass the TuRB04-mediated ExR, epi- 
static to the TuRB05-mediated HR, which could be overcome by 
TuMV carrying an M589T mutation in the CI C-terminal region 
(Fig. 3). Another B. napus resistance against TuMV, conferred by 

TuRB01, is overcome by mutations in the CI protein at positions 
335 (S to N) and 630 (H to R) (Fig. 3) (Jenner et al. 2000), as well 
as the resistance conferred by the gene Rnt1 in B. rapa, which is 
overcome by the V600E mutation in the CI C-terminal region 
(Fujiwara et al. 2011). Despite the fact that they share a common 
virulence determinant, the TuRB05 R gene is considered to be 
different from TuRB01 based on the resistance phenotype. In fact 
TuRB01 triggers ExR while TuRB05 triggers HR, and TuMV 
variants able to infect TuRB05-resistant plants do not infect 
TuRB01 plants. On the other hand, TuRB01 and Rtn1 loci are 
mapped on the same chromosomal region and the authors do not 
conclude whether they are different alleles of the same gene or 
two different but closely located R genes.  

Whereas dominant R genes are the most usual source of re- 
sistance against bacteria and fungi, recessive resistance is fre- 
quently found for plant viruses (Truniger and Aranda 2009). Since 
the molecular cloning of the first recessive resistance gene against 
a plant potyvirus 10 years ago (Nicaise et al. 2003; Ruffel et al. 
2002), all studies aiming at the characterization of recessive 
resistance from a range of plant species have, thus far, only 
identified genes coding for translation initiation factors eIF4E, 
eIF4G, and their isoforms (Truniger and Aranda 2009; Wang and 
Krishnaswamy 2012).  

Although the majority of eIF4E-resistance breakdowns have 
been associated with mutations in the central region of VPg 
(Charron et al. 2008; Moury et al. 2004; Yeam et al. 2007), amino  
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acid changes in two other potyviral proteins were recently 
described to be involved in the breakdown of eIF4E-mediated 
resistances: the CI and P1 proteins in the lettuce-LMV (Abdul-
Razzak et al. 2009) and pea-Clover yellow vein virus (Nakahara et 
al. 2010) pathosystems, respectively. In particular, site-directed 
mutagenesis in LMV CI pinpointed a key role of a threonine at 
position 621 in the virulence (Abdul-Razzak et al. 2009). 
Interactions between VPg and HC-Pro of LMV and between 
LMV VPg and lettuce eIF4E were demonstrated in vitro 
(German-Retana et al. 2008; Roudet- Tavert et al. 2007). Recently, 
both the central domain of LMV VPg and the C-terminal domain 
of LMV CI (amino acids 372 to 643) were shown to be involved 
in binding to lettuce eIF4E in vitro and in planta (Tavert-Roudet 
et al. 2012). HC-Pro of another potyvirus, PVA, was also recently 
demonstrated to be an interaction partner of eIF4E (Ala-Poikela 
et al. 2011), suggesting that the step of viral infection in which 
eIF4E is involved could also be either facilitated or regulated by 
HC- Pro (and host proteins interacting with it).  

Therefore, the C terminus of LMV CI could be involved in a 
complex network of viral and cellular protein interactions, in- 
volving (in addition to the CI protein) VPg, eIF4E, and, possibly, 
HC-Pro and the translation initiation factor eIF4G, shown to be 
required for LMV infection in A. thaliana (Nicaise et al. 2007). 
Such interactions should be crucial for eIF4E recruitment and 
could play important roles in different processes in the viral 
infection. The VPg of potyviruses is expected to contribute to both 
genome replication (Puustinen and Mäkinen 2004) and translation 
(Eskelin et al. 2011), which are mutually exclusive processes. In 
this context, mutually exclusive interactions of VPg with CI or 
cellular eIF4E might conceivably be associated with replication 
and translation, respectively. In such a scenario, eIF4E-mediated 
resistance would be hypothesized to interfere with replication or 
translation either by a defect on VPg-eIF4E interactions 
(overcome by mutations in VPg) or by interference of CI in this 
interaction (overcome either by VPg or CI mutations); because 
mutations in P1 can also suppress eIF4E-based resistance, P1 
would be expected to be involved in any of these interactions. In 
an alternative scenario, P1, HC-Pro, CI, VPg, eIF4E, and eIF4G 
could be forming a large multicomponent complex, whose 
structure would not be necessarily static and that probably would 
be nucleated by VPg and involved in viral replication. As 
explained above, there is abundant evidence of a close relationship 
between replication complexes and viral movement (Tilsner and 
Oparka 2012); thus, it is not surprising that eIF4E-based 
resistance could act at the level of virus cell-to-cell movement as 
well, as has also been postulated for some pea and lettuce 
resistance genes (Gao et al. 2004; German-Retana et al. 2003). In 
particular, in lettuce, the mo12 allele at the Ls-eIF4E locus 
restricts the intercellular movement of the avirulent isolate LMV-0 
and affects its loading and unloading from the phloem (German- 
Retana et al. 2003). Therefore, the eIF4E-LMV CI interaction could 
contribute somehow to the cell-to-cell and long-distance movement 
process. More effort, however, is still needed to understand this 
network and the underlying function or functions that are 
associated with the viral and host protein interactions involved.  

In any case, as shown above, the C-terminal part of the CI 
protein carries virulence determinants toward numerous plant 
resistances for different potyviruses. Interestingly, this region, 
unlike to the central helicase domain, shows high sequence 
variability among Potyvirus spp. This variability could be 
interpreted as the CI C-terminal region being involved in specific 
interactions with host factors and adaptation to new hosts.  
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Moreover, it has been observed that exchanging the CI cistron of a 
PVY isolate by another one could confer to the resulting chimera 
an enhanced capacity to evolve toward breaking of eIF4E-
mediated resistance (Montarry et al. 2011; E. Redondo, personal 

communication). The mechanistic basis of this enhancement is 
unknown but it does not involve an increase in the global 
mutation rate of the virus (Montarry et al. 2011).  

CI: a viral pathogenesis determinant. CI protein was shown to 
be a symptom determinant in B. rapa carrying the Rnt1 locus, 
determining the ability of TuMV to cause leaf malformation, 
necrosis, or mild mosaic, depending on the Rnt1 allele and the 
TuMV isolate (Fujiwara et al. 2011). In parallel, an S/N heter- 
ogeneity at position 7 of SMV CI was shown to be involved in 
symptom determinism in susceptible soybean cultivars (Zhang et 
al. 2009). The TEV CI-6K2 region is involved in wilting 
symptoms induced on Tabasco pepper, pointing out the possible 
role of G619 of the C-terminal part of the CI, and the additional 
involvement of the P3 protein (Chu et al. 1997). Indeed, replacing 
both the P3-C-terminus (PIPO sequence not included) and CI C-
terminus 6K2-VPg N-terminus fragments from a wilting TEV 
isolate with the corresponding fragments of a mosaic TEV isolate 
abolishes the wilting response. Similarly, a necrotic response of 
lettuce to the LMV-AF199 isolate was shown to depend on P1 N-
terminus and CI C-terminus sequences (Krause-Sakate et al. 
2005). It was hypothesized that RNA sequence rather than protein 
was involved, because transient expression of each protein alone 
or in combination did not trigger necrosis. Involvement of each 
region alone could not be tested because chimeras exchanging 
only the P1 N-terminus or CI C-terminus sequences between 
LMV-E and AF-199 were not infectious. Comparable results were 
obtained when studying PVY symptom determinants in tobacco 
plants (Faurez and Baldwin 2012). In fact, two regions of the 
PVY genome, independent from HC-Pro, were able to induce 
necrotic symptoms: CI C-terminus-VPg N-terminus (R1) and VPg 
C- terminus-NIapro N-terminus (R3), while the in-between region 
(R2) VPg-central had no effect. Both R1 and R3 regions had to 
originate from a non-necrotic isolate to prevent necrosis from 
occurring. However, clones exchanging both R1 and R2 regions 
were not infectious. These findings emphasize the possible role of 
CI in symptom determinism and also the fact that chimeric viruses 
exchanging parts of viral proteins may not be infectious. In 
addition, chimeric viruses with foreign CI sequences can cause 
new types of symptoms, different from those caused by the 
parental viruses. This is the case of some LMV chimeras which 
provoke vein curving on susceptible lettuce (Redondo et al. 2001).  

Bilgin and coworkers (2003) demonstrated that the helicase 
domains of TEV CI as well as the TMV P50 helicase were able to 
interact with the P58IPK protein from N. benthamiana and A. 

thaliana in a Y2H system and in planta. This factor proved to 
facilitate virus infection, because loss of P58IPK in silenced or 
knockout plants led to reduced viral accumulation. Furthermore, 
viral infection of P58IPK-silenced N. benthamiana and knockout 
Arabidopsis led to host death. In animal cells, the P58IPK ortholog 
is an ER factor involved in the attenuation of the unfolded protein 
response upon ER stress and as a cellular inhibitor of the host 
defense that interferes with virus-induced apoptosis and 
inflammation to improve host survival, allowing further virus 
accumulation (Goodman et al. 2009). In plants, P58IPK could 
endorse a similar role, because P58IPK-defective mutants were 
more sensitive to virus-induced cell death. No data are available 
about the way P58IPK is activated upon viral infection but one can 
hypothesize that the interaction with the viral helicase, which 
carries ATPase activity, could induce structural changes that 
activate P58IPK. The interaction of CI with P58IPK would then int- 
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erfere with the ability of the plant to induce stress-associated 
necrosis, facili- tating viral infection.  

In contrast, downregulation of the psaK gene, which codes for 
the PSI-K protein, leads to higher PPV accumulation, and the 
interaction of PPV CI with PSI-K induces the degradation of this 
chloroplastic protein (Jiménez et al. 2006). These results 
prompted the suggestion that PSI-K is involved in a host 
defensive response and CI contributes to counteract this defense. 
These possible connections of CI with host defensive pathways 
might be related to the involvement of CI in symptom 
determinism. In fact, the interaction of CI with P58IPK might be 
involved in the attenuation of the plant symptoms by inhibiting the 
plant defenses, while the inhibition of the host defenses by 
degradation of PSI-K upon CI interaction would interfere with the 
photosynthetic system and induce symptoms such as mosaic.  

 
CONCLUSION  

Taken together, data from this review, including genetic, 
biochemical, cellular, and ultrastructural studies, highly suggest 
that the CI protein of the family Potyviridae is involved in a large 
network of interactions with viral and cellular proteins. Therefore, 
the CI protein can be envisioned as a multifunctional scaffolding 
protein involved in crucial steps of the viral infection (replication, 
translation, and movement of the virus) and in elicitation and 
overcoming of plant defenses. Furthermore, many of the CI 

functions, or consequences of them, are probably transient, and the 
different subcellular localizations of the CI protein that have been 
observed (PD-connected and cytosolic pinwheels, ER- and 
chloroplast-associated mem- brane vesicles, and so on) could be 
the consequence of this pluri-functionality. Here, we propose a 
preliminary working model to integrate the fate of the CI protein 
during viral infection (Fig. 4).  
In newly infected cells, the CI protein detaches from the vi- rion to 
allow decapsidation and viral RNA translation in the cytoplasm of 
infected cells. A pool of CI is incorporated into pinwheel-shaped 
inclusions and associated with the PDs through interactions with 
P3N-PIPO. These structures allow recruitment of RNP or virions 
to PD and movement to the adjacent cell via interaction with CP 
and viral RNA. Simultaneously, a pool of CI proteins is recruited to 
the 6K2-induced vesicles, thanks to intermediate cleavage form 
6K2-CI. The expression of 6K2 protein induces a disorganization 
of the early secretory pathway, giving birth to a large globular 
perinuclear structure amalgamating ER, Golgi, COPI, and COPII 
coatomers and chloroplasts, probably by inhibition of the protein 
secretion. This structure, considered as a "viral factory", is the 
place of extensive genome translation and replication. In this viral 
factory, the CI could play a role in switching from translation to 
replication in a model where VPg-eIF4E and VPg-CI interactions 
 
  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Integrative model of the different functions of cylindrical inclusion (CI) in the potyviral cycle. The CI is loaded into the 6K2-induced vesicles via its 
fusion with 6K2. Those vesicles are part of a large perinuclear globular structure where the CI is involved in viral translat ion and replication, as well as inhi- bition 
of host defenses by interactions with host partners (P58IPK, PSI-K). Another pool of CI proteins is recruited to the plasmodesmata (PD) by interaction with P3N-
PIPO, where it assembles into pinwheel structures facilitating viral intercellular movement to adjacent cells. The 6K2 vesicles associated with CI spike-like 
structures are proposed to target the viral content to the PD for further movement. This targeting is operated either via act in filament through CI-CI interaction 
between spike-like structures and pinwheels or via the microtubules interacting with the CI-eIF(iso)4E-eIF(iso)4G complex. Later in infection, pinwheels retreat 
in the cytoplasm, probably as a garbage form.  

 
 

Vol. 27, No. 3, 2014 / 223  



26 

 

 
  



27 

 

are mutually exclusive. Alternatively, the CI helicase could act as a 
maturase and facilitate the switch between translation and 
replication by RNA-protein interaction rearrangement.  

In addition to replication and translation, the CI would inter- 
fere with the host defense machinery by its interactions with the 
host ER P58IPK protein, probably influencing symptom de- 
terminism in the plant. Similarly, the CI is likely to interact with 
PSI-K protein within the abnormal amoeboid-shaped chloroplasts 
observed by Wei and associates (2010a), whose extrusions 
encircle vesicles. This invagination is thought to be the preferential 
organelle for robust virus replication. Hence, in chloroplasts, the 
CI protein might participate to the RNA replication via its 
helicase activity but also contribute to the host defense 
neutralization by degradation of PSI-K. This CI- PSI-K interaction 
is also likely to induce symptoms such as mosaic by 
disorganization of the host photosystem.  

The perinuclear viral factory is connected to the host secretory 
pathway, and 6K2 vesicles emerge from it and move intra- 
cellularly following transvacuolar actin strands. These vesicles 
containing viral RNA could provide a protective environment for 
virion assembly. When the vesicles reach the PD-associated 
pinwheels, interaction between the CI spike-like structures at the 
surface of the 6K2 vesicles and the pinwheel CI provides docking 
of the vesicles and movement to the adjacent cell. This would 
occur either by direct transfer of the vesicles or by unloading of the 
vesicle content through the PD, powered by the energy provided 
by ATPase activity of the CI protein. "Empty" vesicles are then 
recycled back to the viral factory by actin-dependent intracellular 
movement. At later times of infection, when further transport is 
not required, the pinwheels are detached from the membrane and 
become garbage in the cytoplasm. An alternative hypothesis states 
that the interaction of CI with eIF4E which, in turn, interacts with 
eIF4G would facilitate intracellular movement of those vesicles or 
a viral movement complex via eIF4G association with micro- 
tubules. As previously mentioned, this model is a working base, 
gathering information collected on different pathosystems. It is of 
importance to assess whether the perinuclear globular structure 
described in TuMV-infected cells is a common feature of 
Potyviridae infection or specific to this species and to the precise 
possible compartmentalization of replication and translation 
within this structure. In the future, correlative microscopy should 
be a useful tool to localize proteins or protein complexes in 
subcellular compartments, opening the way to new findings.  
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Pathosystème LMV/Laitue : ot e od le d’ tude  

Le LMV appartient au genre des Potyvirus. Ce pathogène de la laitue est également capable 

d’i fe te à desà laitues sauvages et des plantes ornementales tout comme les plantes modèles A. 

thaliana et N. benthamiana (Figure 4). Il peut causer sur laitue des symptômes allant de la simple 

mosaïque vers une nécrose de la plante. Il fut décrit pour la première fois sur laitue cultivée en 1921 

e àFlo ideàetàs’estàp opag àdepuisàsur tout le globe. Le contrôle de ce pathogène repose sur la mise 

en place de programmes de certification des graines mais aussi et surtout, sur l’utilisatio à deà

cultivars de laitue résistants (German-Retana et al., 2008b).    

Les deux sources de résistance récessive au LMV connues correspondent aux allèles mutés mo11 et 

mo1² du gène mo1 oda tàpou à leà fa teu àd’i itiatio àdeà laà t adu tio àeIF4E,à l’all leàdeà se si ilit à

étant noté mo10. Les mutations sont situées dans deux régions conservées à la surface de la protéine 

eIF4E,à e tai e e tài pli u esàda sàl’i te a tio àave àu  (des) facteur(s) viral(aux) (Figure 5, Nicaise 

et al., 2003). 

Comme énoncé plus tôt, des études réalisées dans différents pathosystèmes plante /potyvirus 

impliquant les espèces cultivées de pois, tomate, piment et laitue, ont révélé que la VPg (Viral 

Protein genome-li ked,à uià i te agità ave à l’e t it à ’à deà l’á‘Nà vi al à està s st ati ue e tà

impliquée dans le contournement de la résistance conférée par lesà fa teu sà d’i itiatio à deà laà

traduction (Truninger et Aranda, 2009). Dans le cas du piment, il a été démontré par Charon et al. 

(2008) que la capacité de la VPg du PVY à interagir en double-hybride avec le facteur eIF4E codé par 

le gène pvr2, estàdi e te e tà o l eàààlaà apa it àdeàl’isolat correspondant à infecter la plante.   

Cepe da t,à eà od leà i ai eà eàs’appli ueàpasàààlaà sista eà o f eàpa àeIF4E chez la laitue vis-à-

vis du LMV puisque desà tudesàd’i te a tio àin-vitro menées au laboratoire ont montré que la VPg du 

LMV-0 interagit avec eIF4E de laitue, quel que soit sa forme allélique (Roudet-Tavert et al., 2012). De 

plus,à laàVPgà ’estàpasàleàseulàfa teu àvi alàduàLMVài pli u  dans le contournement de la résistance 

associée à eIF4E de laitue. Il a en effet été démontré que la région clé du contournement comprend à 

la fois le gène codant pour la VPg mais aussi la partie C-terminale du gène codant pour l’h li aseà

virale CI (Cylindrical Inclusion) (Redondo et al., 2001, Abdul Razzak et al., 2009). Ainsi, Abdul-Razzak 

et al. (2009) ont montré que la région codant pour la portion C-terminale de la CI et la protéine 6K2, 

suffit pour le contournement des deux allèles de résistance mo11 et mo1², tandis que la VPg ne 

permet le contournement que de mo1
1
. Un mutant ponctuel dans la CI (LMV-0-S621T, sérine 

substituée par une thréonine à d iv àd’u à isolatàdeà LMVà o à vi ule tà LMV-0), devient capable de 

contourner la résistance conférée par mo1² et, partiellement, celle conférée par mo11, alors que le 
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Figure 3 : Exemples de plantes hôtes du LMV 

L’i fe tio à pa à leà LMVà deà laituesà età d’Osteospermum sulteà e à l’appa itio à deà s ptô esà su à
feuilles et fleurs. Des symptômes peuvent également être observés sur la  plante modèle Nicotiana 

benthamiana selo à l’isolatàdeà LMVà o sid àetà leàLMVà i fe teàplusieu sà ot pesàd’àArabidopsis 

thaliana sans cependant induire de symptômes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Modélisation de laà st u tu eà t idi e sio elleàd’eIF4Eàde laitue et des formes mutantes 

impliquées dans la résistance au LMV 

Figure extraite de Nicaise et al. (2003). Les mutations caractérisant les allèles de résistance sont 

représentées en rouge sur la figure. L'analogue de la coiffe est représenté en orange. Le domaine 

d’i te a tio àd’eIF4Gàave àeIF4E est représenté en jaune. Les deux cercles indiquent  les domaines 

d’eIF4Eài pli u sàda sàlaà sista eàau àpot vi usàet en particulier au LMV. La structure a été prédite 

e àseà asa tàsu àlaàst u tu eà Dàd’eIF4Eàdeàsou isàetàe àutilisa tàleàlogi ielà“ iss-PdbViewer. 
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mutant réciproque (LMV-E-T “ à d iv à d’u à isolatà deà LMVà vi ule tà LMV-E), perd sa capacité à 

contourner les deux allèles de résistance. 

Cette découverte ouvre une nouvelle voie dans la compréhension des résistances associées aux 

fa teu sàd’i itiatio àdeà laà t adu tio ,àdo tà lesà a is esà este tàe o eà o à lu id sàdepuisàleu à

d ouve teàilà àaàplusàdeà àa s.àC’estàpou uoiàlo sàdeà etteàth se je me suis intéressée au rôle de la 

CI dans le contournement des résistances mo1 hezàlaàlaitue,àda sàleà utàd’e àapp e d eàd’ava tageà

sur les mécanismes sous-jacents aux résistances « 4E » mais également sur les stratégies de contre-

attaque des potyvirus. En effet, décrypter les mécanismes de la résistance (côté plante) et de son 

contournement (côté virus) permettra de p opose àdeà ouvellesàapp o hesàpou à dui eàl’i pa tàdesà

populatio sàvi alesàda sàleà ad eàd’u eàgestio àdu a leàdeàlaà sista e 

 

Contexte scientifique de la thèse 

Des études de la variabilité naturelle du LMV ont été menées au laboratoire pa àleàg oupeàd’ tiologie, 

portant sur une collection de virus d’o igi eàg og aphi uesàva i es, isolés de laitues sauvages, laitues 

cultivées et de pla tesà o e e talesà tellesà u’Osteospermum. Ces études ont révélé la capacité 

d’isolatsàde LMV d’o igi eàsauvageàouào e e taleààà volue àve sàleà o tou e e tàdesà sista esà

mo11 et mo12 chez la laitue cultivée. L’a al seàdeàlaàs ue eà u l otidi ueàde la région CI-VPg de 

esàvi usàaà v l à l’appa itio àd’u e ou plusieurs des 2 mutations au sein de la protéine CI : A602V 

(alanine substituée par une valine) et A627T (alanine substituée par une thréonine) au sein des 

isolats évolués. De plus, tous les isolatsà apa lesàd’ volue àve sàlaàvi ule eàposs daie tàe àpositio à

àu eàs i e,àu eàth o i eàouàu eàaspa agi e,àauàlieuàd’u eàgl i eàpou àlesàisolatsàissusàdeàlaitueà

cultivée. 

Ces travaux viennent alimenter les travaux publiés par notre équipe (Abdul-razzak et al., 2009) qui 

d o t e t,àpa à l’ tudeàdeàvi usà hi i uesàe t eà leàLMV-0 avirulent et le LMV-E virulent, que la 

région CI-Cter du LMV est porteuse de déterminants de contournement vis-à-vis des deux résistances 

mo1 alo sà ueàlaàVPgà ’e t ai e que le contournement de mo11.àCesàt avau ào tà t àpouss sàjus u’àà

l’ide tifi atio à pa à alig e e tà deà s ue esà deà deu à positio sà e à a idesà a i sà pote tielle e tà

associées au contournement : les acides aminés 602 et 621 de la CI. Les études de mutagénèse 

inverse menées à cette occasion ont démontré que la mutation S621T est sufisante pour permettre 

au LMV-0 de contourner les résistances mo1, de même que la combinaison A602V-S621T, alors que 

laàsi pleà utatio àá Và ’aàau u àeffetàsu àleàph ot peàdeà o tournement du LMV-0.  
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Ilàestàalo sàt ou la tàdeà o state à ueàl’a ideàa i àV àestààà ouveauàide tifi àg eàau à tudesà

d’ volutio  forcée menées par L. Svanella, ce qui semblerait indiquer que cet acide aminé puisse 

fai eàpa tieàd’u eà o i aiso àdeà utatio sà essai esàauà o tou e e t,àààl’i ve seàdeà“ Tà uià

està suffisa teà auà o tou e e t.à ái sià l’effetà deà laà utatio à á Và se aità d pe da teà duà fo dà

génétique du virus, au sein de la CI ou en dehors. 

 

Le but de cette thèse est donc de comprendre le rôle de ces mutations, u’ellesàsoie tàdi e te e tà

associées au contournement des résistances mo1 ou u’ellesà fa ilite tà l’ volutio à duà vi usà ve sà leà

contournement ou sa stabilisation au sein de la plante. Cette étude vise par ce biais à caractériser le 

mécanisme de résistance faisant intervenir eIF4E. 

 

Leà hapit eà àdeà eà oi eàs’i s itàda sàlaàd a heàd’ lu idatio àduà ôleàdeà esà utatio sàda sàlaà

CI, par une app o heàdeàg ti ueài ve seàasso i eàààl’ tudeàdeàlaàdive sit à atu elleàduàLMVà e eà

pa àL.à“va ella.àCesàt avau ào tàfaitàl’o jetàd’u àa ti leàqui sera soumis à la revue Journal of Virology 

dans le courant du mois de mars 2014. Les chapitres 2 et 3 concernent un questionnement plus 

a isti ueàvisa tààà o p e d eàl’a ti ulatio àdeàlaàCI,àde la VPg et d’eIF4E dans le pathosystème 

LMV/Laitue et la place que peut y tenir la protéine P3N-PIPO nouvellement découverte. En 

particulier, da sà leà Chapit eà à ousà avo sà te t à deà d te i e à sià l’i pli atio à deà laà CIà da sà leà

mouvement de cellule à cellule et dans le contournement des résistances mo1 sont liées. Dans le 

Chapitre 3, nous nous sommes interrogés sur les possibles interférences existant entre le 

contournement conféré par la VPg et celui conféré par la CI-Cter. 
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Chapitre 1 

Caractérisation biologique des mutations 

candidates de la région C-terminale de la CI 

identifiées après analyse de la diversité 

naturelle du LMV 

 

 

 

Identification des mutations 

Key Mutations in the Cylindrical Inclusion are involved in 

Lettuce mosaic virus adaptation to eIF4E-mediated 

resistance in lettuce 

Résultats complémentaires 
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Identification de quatre positions en acides aminés potentiellement 

impliquées dans le contournement des résistances mo1 chez la laitue 

 

Comme énoncé plus tôt, quatre mutations en acide aminés dans la CI ont été identifiées 

comme participant au contournement des résistances mo1 pa àleàLMV.àL’appa itio àdeàdeu à
d’e t esà elles,à Và età T,à auà sei à d’isolatsà LMVà o -laitue est directement corrélée à 

l’acquisition de la virulence sur laitue résistante, alors que les deux autres, 617S et 621T, ont 

été identifiées par alignement de séquence du LMV-0 avec le LMV-E et les isolats non-laitue 

avant acquisition de la virulence.  

Une étude préalable réalisée par Anas Abdul-razzak (2009) a permis de démontrer que la 

mutation S621T introduite dans un clone LMV-0 confère à elle seule la capacité au virus 

d’i fe te à desà laituesà sista tesà mo1
1
 et mo1².à Cepe da t,à ousà ’avio sà alo sà au u eà

do esà o e a tàl’effetàdes trois autres mutations identifiées, ni de leurs possibles effets 

combinés. En effet, il semblerait que le virus privilégie une accumulation de ces mutations, à 

e à oi eàpa àlesàs ue esào te uesàààpa ti àdesàCIàd’isolatsàMost,à o tou a tsàetàt a s is 

par la graine, qui possèdent la combinaison 602V-617S/N-621T/I.  

C’estàpou uoià ousàavo sàe t ep isàdesàe p ie esàdeàg ti ueài ve se,àvisa tààà tudie à
le comportement biologique de clones de LMV-0 dans lequel ces différentes mutations ont 

été introduites seules ou en combinaison. Ces résultats ont été mis en perspective avec le 

polymorphisme existant à ces positions dans la diversité naturelle du LMV afin de détecter 

de possibles pressions deàs le tio ài pos esàetàdeà et a e àl’histoi eà volutiveàduàLMV.  

Cesà sultatsà so tà p se t sà o joi te e tà au à e p ie esà d’ volutio à ve sà laà vi ule eà
d’isolatsà o -laitue réaliséesàpa àL.à“va ella,àauàsei àdeàl’a ti leàsuiva tàdo tàlaàsou issio àauà
Journal of Virology est prévue pour le mois de mars 2014.  
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Key Mutations in the Cylindrical Inclusion are involved in Lettuce mosaic virus 

adaptation to eIF4E-mediated resistance in lettuce 
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Abstract :  

To date, the identified sources of resistance to potyviruses involve components of the eukaryotic 

translation initiation complex. In particular, allelic genes mo11 and mo12 used to protect lettuce crops 

against Lettuce mosaic potyvirus (LMV) have been shown to correspond to mutant alleles of the gene 

encoding eIF4E. LMV resistance-breaking determinants map not only to the main potyvirus virulence 

determinant, the VPg, but also to the C-terminal region of the CI (Cylindrical Inclusion) helicase, with 

a key role of amino acid position 621. Here, we show that the propagation of several non-lettuce 

isolates of LMV in mo11 plants is accompanied by a gain of virulence correlated with the presence in 

the CI C-terminus of a serine at position 617 and the accumulation of mutations at positions 602 

and/or 627. Whole genome sequencing of native and evolved isolates showed that no other 

mutation could be associated with adaptation to mo1 resistance. Site-directed mutagenesis in a 

LMV-0 (avirulent) background pinpointed the key role in the virulence of the combination of 

mutations at positions 602 and 617, besides the previously identified position 621. However, 

resistance-breakdown was partial, with different infection rates according to the mutation(s) 

introduced and the mo1 allele. The impact of these mutations on the fitness of the virus was 

evaluated, suggesting that the durability of mo1 resistance in the field relies on both the fitness cost 

associated with the resistance-breaking mutations, the nature of the mutations and their potential 

antagonistic effects. 
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Importance 
A major breakthrough about plant resistance 

to viruses was the identification of eIF4E as a 

major component of plant resistance to 

potyviruses, and of the VPg as the main viral 

resistance-breaking determinant. Here, we 

explored the complexity of the lettuce-LMV 

pathosystem, where two viral eIF4E resistan-

ce-breaking determinants, the VPg, and the CI 

have been identified. We show that non-

lettuce isolates (from weeds and ornamental 

plants) can adapt to eIF4E-mediated resistan-

ce in lettuce, by acquiring mutations in the CI-

Cterminal region and we validate by reverse 

genetics the role of these mutations in eIF4E 

resistance-breaking. Furthermore, through the 

analysis of the fitness cost associated to those 

mutations, the nature of the mutations, and 

the molecular diversity of natural LMV 

isolates, we propose a hypothesis to explain 

why an eIF4E-resistance that can be overcome 

by mutations in either the VPg or the CI is 

nevertheless durable in the field. 

Introduction 
The genus Potyvirus is considered as one of 

the largest among plant viruses, causing 

considerable economic damages in various 

crops (Adams et al 2011). Potyviruses have 

non-enveloped flexuous filamentous particles, 

encapsidating a positive single-stranded RNA, 

covalently linkedà atà itsà ’à e dà toà aà ge o e-

linked viral protein (VPg) and polyadenylated 

atà itsà ’à e d.à Thisà ‘Náà e odesà aà la geà
polyprotein processed by three virus-encoded 

proteases into 10 multifunctional proteins. In 

addition, a frameshifted ORF encoding a small 

protein, P3N-PIPO, has been identified (Chung 

et al. 2008). 

Control of plant viruses in the field relies 

mostly on the deployment of genetic 

resistances (Kang et al. 2005). Unlike for other 

plant pathogens, recessive resistances are the 

most common against plant viruses (Diaz-

Pendon et al. 2004; Kang et al. 2005). Such 

resistance is likely to be passive, being the 

consequence of the loss (null allele) or muta-

tion of a host factor required by the virus to 

complete a particular step of its infectious 

cycle (Fraser 1992). In recent years, compo-

nents of the eukaryotic translation initiation 

complex such ad eIF4E and, to a lesser extent, 

eIF4G have been identified as essential 

determinants in the outcome of potyviral 

infection (Nicaise et al. 2007; Wang and 

Krishnaswamy 2012). In particular, recessive 

allelic lettuce genes mo11 and mo12, currently 

used worldwide to protect lettuce crops 

against Lettuce mosaic virus (LMV), have been 

shown to correspond to mutant alleles of the 

gene encoding the translation initiation factor 

eIF4E (German-Retana et al. 2008a; Nicaise et 

al. 2003). LMV, a member of the genus 

Potyvirus, is a major pathogen of worldwide 

distribution in commercial lettuce crops 

(Dinant and Lot 1992). As other potyviruses it 

is transmitted by aphids in a non-persistent 

manner, while some LMV isolates are seed-

borne in lettuce (Dinant and Lot 1992). A 

range of species within the family Asteraceae 

are susceptible to LMV, including cultivated 

and ornamental species such as common 

(Lactuca sativa) or wild (L. virosa) lettuce, 

Cape daisy (Dimorphoteca or Osteospermum 

spp.) and Gazania (Gazania rigens). In 

addition, a few species within the families 

Brassicaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae, Sola-

naceae and Chenopodiaceae are natural or 

experimental hosts of LMV (Dinant and Lot 

1992; German-Retana et al. 2008b), including 

N. benthamiana and A. thaliana. 

Depending on the LMV isolate to which they 

are confronted, the mo1 genes in lettuce can 

confer true resistance (no detectable virus 

systemic accumulation) or tolerance (virus 

accumulation in the absence of symptoms). 

Even though the mechanism underlying eIF4E-

mediated resistance is still unknown, it has 

been demonstrated that the mo12 allele 

partially inhibits the intercellular movement of 

the avirulent LMV-0 isolate and affects its 

phloem loading and unloading (German-

Retana et al. 2003).  

Attempts to link the biological properties of 

LMV isolates with their phylogeny have been 

carried out (Krause-Sakate et al. 2002; Revers 

et al. 1997). LMV isolates harvested in lettuce 

could be clustered in three main groups: a 

single isolate from Yemen, a group from the 

Balkans (Greece and Croatia, named Gr) and a 

third group with very diverse geographical 

o igi sà alledà ‘està ofà theà Wo ld’à o à ‘oW à
(German-Retana et al. 2008b). Within the 

RoW group, two large sub-clusters of isolates  
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Name Sampling year Geographical origin Host origin Accession N° 

Cl117 2003 Chile Dimorphoteca sp. KJ161175 

Cl427 2007 Chile Lactuca virosa KJ161180 

Cl574 2007 Chile Lactuca virosa KJ161183 

Tn515 2005 Tunisia Dimorphoteca sp. KJ161188 

Tn516 2005 Tunisia Dimorphoteca sp. KJ161190 

Tn517 2005 Tunisia Dimorphoteca sp. KJ161192 

 

Table S1: Isolates which evolved towards mo11 resistance breaking in L. sativa. 
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contained all known seed-borne LMV isolates: 

one with isolates unable to infect mo11 or 

mo12 pla ts,à olle tivel à a edà LMV-

Co o ’,à a dà theà othe à ithà theà isolatesà
cumulating mo1-breaking and seed transmis-

sio à p ope ties,à olle tivel à a edà LMV-

Most’àfo àmo1-breaking, seed transmitted .  

Although the mo1 resistance has largely 

remained effective since its intensive deploy-

ment, occasional outbreaks of resistance-

breaking forms of LMV have been reported 

and may represent a threat to resistance 

durability (Krause-Sakate et al. 2002). Previous 

work has demonstrated that the VPg from a 

virulent isolate (LMV-E) enabled the multi-

plication of an avirulent isolate (LMV-0, group 

Common) only in mo1
1
 and not in mo1

2
 plants 

while the C-terminus region of the LMV-E CI 

(Cylindrical inclusion) helicase carried deter-

minants for both mo11 and mo1² resistance-

breaking, revealing a complex picture, with 

two LMV genomic regions independently 

conferring the ability to overcome eIF4E-

mediated resistance in lettuce and providing 

the first example of a potyviral CI acting as an 

eIF4E resistance breaking determinant (Abdul-

Razzak et al. 2009). In particular, the S621T 

mutation in the CI C-terminus (CI-Cter) was 

demonstrated to confer mo11 and mo12 

resistance-breaking properties to LMV-0.  

There are many examples of damaging viruses 

emerging into cultivated crops from native 

ecosystems, and it has been argued that "the 

viral genetic variability contained in reservoir 

populations is the most important genetic 

determinant of viral emergence" (Elena et al. 

2011). It is generally assumed that weeds and 

wild hosts have a broader genetic diversity 

than crop species, and therefore harbor viral 

populations with a higher genetic diversity, 

potentially including resistance-breaking 

variants (Chiba et al. 2010). 

Weeds and ornamental plants could act as 

LMV local reservoirs for lettuce crops (Zerbini 

et al. 1995). Whether this may contribute to 

the breakdown of the mo1 resistance deploy-

ed in lettuce crops is still unknown. The first 

objective of the present study was to evaluate 

the biological behavior non-lettuce isolates 

(weeds and ornamental isolates) of LMV in 

resistant and susceptible cultivated lettuce 

genotypes. The results obtained show that 

propagation of five non-lettuce isolates of 

LMV in mo11 lettuce was accompanied by a 

gain of virulence correlated with the accumu-

lation of mutations in the CI C-terminus, when 

the same isolates propagated in susceptible 

lettuce did not accumulate mutations and did 

not show a gain in virulence. The mo11-

evolved isolates had simultaneously gained 

the ability to overcome the mo12 resistance. 

Whole genome sequencing of native and 

evolved isolates determined that no other 

mutation could be associated with adaptation 

to the mo1 resistance. Site-directed mutage-

nesis of an infectious clone of the avirulent 

LMV-0 isolate demonstrated the cumulative 

contribution of mutations in the CI-Cter to 

resistance breaking. Lastly, an analysis of the 

competitiveness of the various LMV-0 derived 

point mutants demonstrated that only one 

single mutant is counter-selected in suscep-

tible crops, while no clear fitness cost can be 

associated with the other mutations. 

Materials and Methods 

Plant material and virus inoculation 

The non-lettuce isolates of LMV listed in bold 

in Table S1 were collected in the field in Chile 

and in Tunisia, from weeds (L. virosa) and 

ornamental plants (Dimorphotheca sp.). All 

isolates were mechanically propagated in the 

susceptible lettuce (L. sativa) cultivar Trocadé-

ro under insect-proof conditions in a green-

house, following the procedures described by 

Revers et al. (Revers et al. 1997). Each LMV 

isolate was also propagated in indicator plants 

to check for the potential presence of other 

viruses frequently found in lettuce (Cucumber 

mosaic virus, Turnip mosaic virus, Tomato 

spotted wild virus).  

The infectious recombinant cDNA clones 

derived from LMV-0 were inoculated by DNA-

coated gold particles bombardment on 

susceptible lettuce cultivars Trocadéro and/or 

Salinas as previously described (Redondo et al. 

2001). The ability of the viral isolates to 

overcome the mo1 resistance alleles was 

evaluated after rub-inoculating at least three 

plants of cultivars carrying either the mo11 

(Mantilia) or the mo1
2
 alleles (Salinas 88 or 

8713142M, an early flowering line provided by 

E. Ryder). Trocadero or Salinas cultivars were 

used as susceptible inoculation controls.
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Primer pair Pri er se ue ce 5’-> 3’  5’ Positio  Tm Isolates 

0.1cp                    

0.2144M-rev2 

AAAATAAAACAACCCAACACAACTC    

AGCGAATGCAAGATCTTGT 

1                  

682 
54°C  

Cl427 evolved 

Cl574 native 

Cl574 evolved 

Tn515 native 

Tn516 native 

Tn516 evolved 

0.1cp            

9EV-rev1 

AAAATAAAACAACCCAACACAACTC   

CGTCTGTTTATAATGTGTGGC 

1                  

976 
60°C  

Tn515 evolved 

Tn517 evolved 

0.1cp-fw1b  

0.2144m-rev1 

GAACAAGATCTTGCATTCGC  

GTGCATGAAACAAGTTGAG 

662             

1466 
54°C  Tn515 native 

0.1cp-fw2     

0.2144m 

GACATACTCCATACCTGC 

CATTTGGATTGCGTCTTAGGTG 

1478            

2144 
58°C  

Tn516 native 

Tn516 evolved 

0.1cp-fw2  

0.4415m-rev2 

GACATACTCCATACCTGC 

ACTGCTATCTCGCGTGCCA 

1478               

2532 
56°C  

Tn517 native 

Tn517 evolved 

0.1870p      

0.4415m-bis 

GGCACAAGCATCGAACCATGT 

GCAGCTGTTTCACGAGTG 

1870           

4278 
55°C  

Cl574 native 

Cl574 evolved 

0.1870p-fw1  

0.4415m-rev1 

TGGCACGCGAGATAGCAG  

ACGCCTTGCACTTGCACTC 

2514              

4278 
56°C  

Tn515 native 

Tn515 evolved 

Tn516 native 

Tn517 evolved 

Tn517-fw        

Tn516-rev 

ACTTACTACGAACTCCACG  

GAGTTGGTTCGATAAGTAG 

3791               

4212 
54°C  Tn517 evolved 

0.3923p        

E.4809m 

GCAAAGCGAGAGGATCAAGC  

GCATCACAGTTTACTCCGC 

3923            

4809 
58°C  Tn515 evolved 

Tn516-fw        

Tn516-rev 

GAACTTTACTCCTCTCGCG   

GAGTTGGTTCGATAAGTAG 

4148            

4412 
60°C  

Tn516 native 

Tn516 evolved 

0.4148p    

0.6702Am 

GAACTTTACTCTTCTCGCGTG 

TTTGGRATCAGTGCWGGAGC 

4148              

6702 
60°C  

Cl574 native 

Cl574 evolved 

9EV-fw       

9EV-R 

CATAAAGGTATCAGCTACGCC 

GGACCATTCGGTGCTCGC 

4675              

5090 
60°C  Tn515 evolved 

0.5793B-p    

0.8072m 

TYTCAAAYTTCTCCCTTAGTAG 

CAGCAAGCAGAGTGTCGAG 

5793              

8072 
60°C  

Cl574 native 

Cl574 evolved 

0.6197p3      

0.6939m 

CGTTATCGACAAGCAAG 

ACGTATTCACCATGTCTCG 

6197           

6939 
50°C  

Tn515 native 

Tn515 evolved 

Tn515-fw   

Tn515-rev 

GACATGGTGAATACGTGCTTCC 

AACTCGTAGCGCTGTGAATTCCG 

6924            

7259 
64°C  

Tn515 native 

Tn515 evolved 

0.5793p-fw2   

3prim-rev2 

ACATAGTCGGAATCCACAG 

CGCAATGTGACATGAACCAC 

7230           

8669 
58°C  Tn515 evolved 

Evol-fw2    

Evol-rev2 

TTGAAAGGCAACTTGAAAGC 

TTCAGGGCTTGAAAGATTGC 

7505            

7842 
56°C  Tn516 evolved 

0.7852p        

 LD-prim 

GGCTGTTGGTGCACTATATAG 

CACTGGCGGCCGCTCGAGCATGTA 

7852         

10080 
62°C  

Cl574 native 

Cl574 evolved 

0.7852p-fw1 

3prim-rev1 

CATGTCACATTGCGGCATC 

TGGTTTGGTTCGTACTCCA 

8656            

9294 
56°C  

Cl427 evolved 

Tn515 evolved 

0.7852p-fw2   

3prim-rev 

CGAACCAAACCAGAGAGAC 

TGTCTCCGACTGAAAACCAG 

9283         

10080 
58°C  

Cl427 evolved 

Tn515 evolved 

Tn516 native 

Tn516 evolved 

Tn517 evolved 

 

Table S2: Primers designed to complete the full-length genomic sequence of various native and 

evolvedàLMVàisolates.Theàpositio àofàtheàfi stà u leotideàatàtheà ’àofàea hàp i e àisàgive àa o di gàtoà
LMV-0 sequence (X97704).  
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Salinas and Salinas 88 are near isogenic lines 

differing only by their status at the mo1 locus 

(Ryder 1991).  

Detection and sequencing of viral progeny 

The appearance of symptoms on the upper-

non-inoculated leaves was monitored until 14 

weeks after inoculation. Symptoms were 

checked visually and viral infection was 

confirmed by DAS-ELISA assays (German-

Retana et al. 2000; Clark and Adams 1977). 

The presence of the virus was confirmed by 

Reverse Transcription-PCR. Total RNAs were 

extracted from fresh symptomatic leaves as 

previously described (Bertheau Y, Fréchon D, 

Toth IK 2002). A coupled one-step RT-PCR was 

pe fo edà usi gàáMVà eve seà t a s iptase™à
P o ega à a dà D Náz eà II™à DNáà pol e -

ase (Finnzyme) and primers pairs 05762p and 

06419m2 (CI-Cter) or 06197p3 and 06939m 

(VPg) (Table S2) collectively targeting the viral 

region involved in mo1 resistance breaking (CI-

Cter/VPg). The amplification products were 

sequenced on both DNA strands by Beckman 

Couletr Genomics France or GATC Biotech. 

Determination of LMV full-length genomic 

sequences by Illumina deep sequencing 

To determine the whole genome sequence, 

viral particles of five LMV isolates (Cl427, 

Cl574, Tn515, Tn516 and Tn517) before or 

after their evolution towards resistance-

breaking on resistant lettuce were immuno-

captured and cDNAs were synthesized and 

randomly amplified (Candresse, Svanella-

Dumas et al. in preparation). One specific 9bp 

MID (Multiplex Identifyer) tag was used for 

each sample. The PCR products were purified 

using the MinElute PCR Purification Kit 

(Qiagen). 150ng of each PCR product were 

pooled and sequenced as a bulk with 

additional samples using one lane of an 

Illu i aà GáII à flo à ell,à i à theà Platefo eà
G o eà T a s ipto e à PGTB à ofà theà
Ce t eà deà G o i ueà Fo tio elleà deà

Bo deau à http:// .pgt .u-bordeaux2.fr). 

All analyses and manipulation of Illumina 

sequencing reads were performed using CLC 

Genomics Workbench 5.1 (http://www.clcbio. 

com). Sequencing reads were first demulti-

plexed in order to assign individual reads to 

the relevant sample. The adaptors containing 

the multiplexing tags were removed from the 

reads which were then screened and trimmed 

on quality. Reads were finally assembled into 

contigs and scaffolds using a combination of 

de novo assembly and mapping on a LMV full-

length reference genome (LMV-0, X97704). 

Gaps in the assembled sequences were filled 

using PCR and specific primers designed from 

the sequences obtained (Table S3) on the 

cDNAs synthesized for the Illumina deep 

sequencing. The PCR were carried out using 5 

µl of cDNA in a 50µl reaction volume, 0.2µM 

of each primer and 1 µl of 50X Advantage 2 

Polymerase mix (Clontech) according to the 

a ufa te ’sà e o e datio s.àállàa plifi a-

tions products were sequenced by Beckman 

Coulter Genomics, France. 

Partial targeted sequencing of LMV isolates 

Partial sequencing of targeted regions (listed 

in Table S2) of evolved LMV variants genome 

was performed: cDNAs were synthesized from 

5µl of total RNAs using N6 and oligodT18 

primers and the Superscript II Reverse 

Transcriptase (Invitrogen) according to the 

a ufa te ’sà e o e datio s.à I à aà se o dà
step, the PCR was carried out using the Taq 

D Náz eà II™à DNáà pol e aseà Fi z e à
and the primers listed in Table S2. 

Construction of point mutants in the CI-Cter 

region of LMV-0  

A protocol using homologous recombination 

in yeast to assemble overlapping DNA 

fragments and adapted from Desbiez et al. 

(2012 à asàused.àáà assetteà o tai i gàtheà μà
yeast replication origin and a yeast selectable 

marker (Trp-1 promoter and gene) was 

inserted into a plasmid carrying the full-length 

infectious cDNA clone of LMV-0 (Abdul-Razzak 

età al.à ,à ieldi gà theà a epto à shuttleà
vector. This vector was further modified by 

deleting the CI-C-terminal region (nt 5512- nt 

6017) and replacing it by a short sequence 

corresponding to a unique NotI restriction 

site. The resulting LMV-0-DeltaCI vector could 

then be linearized at this point. PCR- based 

site-directed mutagenesis was performed 

using mutagenic primers listed in Table S4 to 

introduce point mutations in the CI-Cterminus. 

The CI-region (nt 5416-6117nt) was amplified 

from an LMV-0 template through 2 overlap-

ping mutagenic PCR reactions. When possible, 

a restriction site was introduced along with 

the mutation to facilitate the screening of 

mutated clones. PCR reaction were performed 

http://www.clcbio/
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Primer pair Pri er se ue ce 5’-> 3’  5’ Positio  Tm Isolates 

0.1cp-fw1 

0.2144m-rev1 

GCAGGAGGCTCATCAGC 

GTGCATGAAACAAGTTGAG 

1                 

1466 
54°C  Cl574  

0.1cp-fw1b  

0.2144M-rev1 

GAACAAGATCTTGCATTCGC 

GTGCATGAAACAAGTTGAG 

662             

1466 
54°C  

Tn516 

Tn517 

0.4148p 

0.6702Am-rev2 

GAACTTTACTCTTCTCGCGTG 

CTATGATGTTGGTTGCCAC 

4148            

5003 
56°C  Cl427 

Tn516-fw1  

Tn516-rev1 

CCATTCTTGATAGCGAGCACC 

CAATCTTGTTGATTGTTGCTGG 

5061            

5723 
60°C  Tn517 

0.5762p 

0.6419m2 

TTCCAAACAGTMACAGC  

CCATTGTTTTCCCTGTGAG 

5762            

6419 
50°C  

Cl427 

Cl574 

Tn515 

Tn516 

Tn517 

0.6197p3 

0.6939m 

CGTTATCGACAAGCAAG 

ACGTATTCACCATGTCTCG 

6197           

6939 
50°C  Tn515 

0.7852p-fw1b 

3prim-rev1 

TTCATGTCACATTGCGGCA 

TGGTTTGGTTCGTACTCCA 

8654           

9294 
56°C  Cl574 

0.7852p-fw2 

3prim-rev 

CGAACCAAACCAGAGAGAC 

TGTCTCCGACTGAAAACCAG 

9283            

10080 
58°C  Tn515 

 

Table S3. Primers designed for targeted sequencing of the genome of native and evolved LMV 

isolates. The position of the first nucleotide of the primer is given according to LMV-0 sequence 

(X97704). M= C, W= A or T and R= A or G. 
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with 0.1ng of LMV-0 plasmid template, using 

theà Phusio à ™à High-Fidelity DNA Polymerase 

Fi z es à a o di gà toà theà a ufa tu e ’sà
recommendations and at a primer annealing 

temperature of Tm-2°C in order to allow for 

mismatches. The primers Tm were calculated 

via the Tm calculator tool provided at 

www.neb.com/nebecomm/tech_reference/T

mCalc/Default.asp#.UKIf02dRqLI. The two 

overlapping PCR fragments were further 

assembled together with NotI-linearized LMV-

0-DeltaCI plasmid by homologous recombi-

nation in yeast. 

Preparation of the competent cells Saccharo-

myces cerevisiae (YPH501, Sikorski and Hieter, 

1989) was performed as described previously 

(Desbiez et al. 2012), with the following 

modifications: after growing the cells in YPD 

medium overnight until the OD600nm reached 

0.7, the cells were centrifuged 10 min at 5000 

rpm and the pellet washed with 10mL of 

sterile water (twice) before being resuspen-

ded in 500µl of LiAc buffer (10mM Tris-HCl 

pH8; 1mM EDTA; 100mM lithium acetate). For 

each transformation, 100µl of competent cells 

were mixed with 7µl (70µg) of denatured 

salmon sperm DNA, 700µl of PEG-LiAc buffer 

(10mM Tris-HCl pH8; 1mM EDTA; 100mM 

lithium acetate; 40% w/v PEG 4000) and a 

maximum of 15µl of PCR amplified products. 

The overlapping PCR fragments were 

previously purified on MSB® Spin PCRapace 

columns (Invitek) and the DNA content 

evaluated by spectrophotometry. An equi-

molar mix of the three DNA fragments is 

recommended for yeast transformation.  After 

2-hours incubation at 30°C under agitation, 

the yeast-DNA mix was submitted to a heat-

shock at 42°C during 15 min. After 2 washes in 

500µL of water, cells were resuspended into 

400µl of water, plated on CAU selective 

medium (0.1% casamino acid containing no 

tryptophan, 0.67% yeast nitrogen base 

without amino acids, 0.0025% adenine sulfate, 

0.0025% uracil, 2% d-glucose, 2% bacto-agar) 

and grown at least 48h at 30°C. 

Yeast colonies were inoculated in 5mL of 

liquid CAU medium, grown overnight and 

pelleted by 10 min centrifugation at 15000 g. 

Pellet was resuspended in 100µl of resus-

pension buffer (67mM KH2PO4; pH 7.5) 

complemented with 50U of Zymolyase™à
lyticase (Amsbio). After 1 h incubation at 37°C, 

200µl of lysis buffer (NaOH 0.2N; SDS 1%) 

were added to the solution. After 5 min of 

incubation at room temperature, 150 µl of 

neutralization solution were added (5M 

potassium acetate; 11.5 % acetic acid) and the 

solution was centrifuged 15 min at 15 000 g. 

The DNA-containing supernatant was then 

transferred in a new tube with 2 volumes of 

absolute ethanol and stored at -20°C for 1 h, 

for ethanol precipitation. After several washes 

with ethanol 70°C, the pellet was dried and 

resuspended in 50 µl of sterile water, and 

used for transformation of electrocompetent 

E. coli DH5-alpha (Invitrogen) according to 

standard protocols. Bacterial plasmid DNA 

corresponding to full-length cDNA clones of 

LMV-0 mutant was extracted by alkaline lysis 

and the screening was performed by 

restriction enzyme analysis. 

Estimation of the competitiveness of LMV-0 

recombinant mutants  

Each viral inoculum was calibrated by semi-

quantitative DAS-ELISA : crude homogenates 

from infected Trocadéro lettuce plants were 

calibrated and adjusted by dilution, as 

reported by Ayme et al. (Ayme et al. 2006). 

For competition assays, calibrated inocula 

were mixed at a 1:1 ratio and used to inocu-

late 18 susceptible lettuces in three indepen-

dent tests. In parallel, 12 susceptible lettuces 

were inoculated with each individual mutant. 

Inoculated leaves were harvested at 7dpi, and 

the 3 expanded upper leaves of 6 plants 

infected by the two mutants were collected at 

10, 15 and 20 dpi. Total RNA was extracted, 

the viral CI-Cter region amplified by RT-PCR  
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Primer pair Sequence  Use  

05762p      

06419m 

TTCCAAACAGTMACAGC           

CCATTGTTTTCCCTGTGAG 

CI-Cter 

sequencing 

06197p       

06939m 

CGTTATCGACAAAGCAAG                          

ACGTATTCACCATGTCTCG 

VPg 

sequencing 

05416p      

06117m 

CAGTTCAAGTTGAAGGAATCAGACATC    

CTTTGCCGTTTATTACCTTTCCTTGG 

CI-Cter 

cloning 

0mut5871p 

0mut5871m 

AAAAACTGCAGGTAGTCAGAGACAC  

CTGACTACCTGCAGTTTTTGC 

A602V 

mutagenesis 

0mut5957p 

0mut5957m 

GACATGGAGACAACGCAGAAATTGGCAGAG  

CTCTGCCAATTTCTGCGTTGTCTCCATGTC 

A627T 

mutagenesis 

0mut5927p  

0mut5927m 

TGCCAGGCTGGAACTAGTGACGGGGGTTCC 

GGAACCCCCGTCACTAGTTCCAGCCTGGCA 

G617S 

mutagenesis 

 

Table S4. Primers used in for polymerase chain reaction (PCR)-fusion-based mutagenesis 

experiments. The non-synonymous mutation is underlined and bold. Other bold nucleotides 

correspond to synonymous mutations (insertion of restriction site for cloning purpose). M= C or A 
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using the primers listed in Table S4 and the 

PCR products directly sequenced. Dual peaks 

in the sequence electrophoregrams were 

interpreted as reflecting the co-existence of 

the two viral genotypes in the viral 

population. In contrast, a single peak at a 

polymorphic site between the two competing 

genotypes suggested that one viral genotype 

predominated. In parallel, the viral accumu-

lation in plants infected by individual mutants 

was estimated by DAS-ELISA to quantify viral 

accumulation in single infections.  

Sequence comparisons and phylogenetic 

analyses 

The nucleotide sequence from nt 5779 to nt 

6919 and corresponding to the C-ter end of 

the CI, the 6K2 and the VPg region for a total 

of 81 selected LMV isolates (Candresse, 

Svanella-Dumas et al., manuscript in prepar-

ation) was aligned with the ClustalW (Thomp-

son 1997) tool implemented in the MEGA5.0 

software (Tamura et al., 2011). A maximum 

likelihood tree rooted on LMV isolates from 

the divergent Greek cluster used as an 

outgroup (Krause-Sakate et al., 2002) was 

prepared and used for all further analyses. 

Mutation events occurring along the tree 

e eà i fe edà usi gà theà I fe à a est alà
se ue es à toolà ofàMEGá .à Thisà optio à usesà
the Maximum Likelihood method to estimate 

the ancestral state of each node in a 

phylogenetic tree, for each nucleotide/residue 

of the alignment.  

Detection of sites under diversifying selection 

was carried out using 4 different methods: 

Single Likelihood Ancestor Counting (SLAC), 

Internal Fixed Effect Likelihood (IFEL), Fast 

Unbiased Bayesian AppRoximation (FUBAR) 

and Mixed Effect Model of Episodic selection 

(MEME), implemented in the HyPhy package 

and available on the Datamonkey server 

(http://www.datamonkey.org/) (Pond and 

Frost, 2005b, 2005a; Pond et al., 2006; Delport 

et al., 2010; Murrell et al., 2012, 2013). 

The possibility of co-variation between sites 

under diversifying selection pressure and 

other positions in the CI-VPg region was 

tested using the Spidermonkey tool (Poon et 

al., 2008) provided on Datamonkey server. 

Results 

Acquisition of specific mutations in the C-

terminal region of the CI allows non-lettuce 

LMV isolates to adapt to mo1 resistance in 

lettuce 

A study focused on the molecular and 

biological diversity of LMV isolates originating 

from various hosts, has identified wild or 

ornamental host-specific and geographically 

limited clusters of isolates with the large RoW 

cluster (Candresse, Svanella-Dumas et al., in 

preparation). Five isolates representative of 

these LMV clusters originating from wild 

lettuce or from the widely cultivated Cape 

daisy (Dimorphoteca sp.) (bold in Table S1) 

were propagated from their original host onto 

susceptible mo10 lettuce cv. Trocadéro. All 

inoculated plants displayed mosaic symptoms 

on the upper non-inoculated leaves as early as 

11 days post inoculation (dpi). The five isola-

tes were then inoculated to resistant mo1
1
 

lettuce cv Mantilia. This was accompanied by 

the appearance of a few chlorotic spots on 

some plants, before appearance of a systemic 

mosaic at 27 dpi to 46 dpi (Figure 1). There-

fore, the symptoms appeared much later than 

in susceptible Trocadéro lettuce and only in 

some of the inoculated resistant plants, 

suggesting a potential gain of virulence of 

non-lettuce LMV isolates in mo11 lettuce.  

In order to better characterize this potential 

propensity to evolve towards virulence, 

efforts were then focused on three isolates: 

Cl574, Tn515 and Tn517. Each isolate infected 

100% of susceptible lettuce plants (Table 1) 

but the rate of mo11 resistant cv. Mantilia 

plants ultimately developing mosaic 

symptoms varied from 81% (Cl574) to 17% 

and 22% for Tn517 and Tn515, respectively 

(Table 1). No symptoms were observed to
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Figure 1: Evolution towards resistance-breaking of non-lettuce LMV isolates selected following 

inoculation of mo11
 resistant lettuce plants. 

 

 

Isolate 

First passage: mo1
0 inoculum 

 
Second passage : mo1

1 inoculum 

mo1
0 (11 dpi) mo1

1 (60 dpi) mo1² (60 dpi) g mo1
0 (11 dpi) mo1

1 (13 dpi) mo1² (17 dpi) 

Cl574 8/8 17/21 2/5a g 10/10 (3) 22/22 (2) 9/9 (2) 

Tn515 8/8 4/18 3/7a g 8/8 (4) 21/21 (4) 15/15 (3) 

Tn517 8/8 3/18 nd g 16/16 (5) 26/26 (4) 13/13 (3) 

 

Table 1: Proportion of infected plants of the susceptible (mo10
) or resistant (mo11 

and mo12
) 

lettuce varieties, following inoculation with non-lettuce LMV isolates Cl574, Tn515 and Tn517. The 

inoculum used had been propagated on mo10 susceptible lettuce (First passage: mo10 inoculum) or 

propagated a first time on resistant mo11 plants (Second passage: mo11 inoculum). For the first 

passage, at least two independent experiments were performed and the composite results are 

shown, except in a (one experiment, on mo12 Salinas 88 plants). The number of independent plants 

used as sources of inoculum for the second passage is given between parentheses. The date of 

appearance of the symptoms is indicated (dpi). nd: not determined. 

  



   

55 

 

develop, even long after inoculation, in mo12 

resistant lettuce of the 8714132M line, and 

the absence of viral accumulation was 

confirmed by RT-PCR. However, in one 

experiment, the inoculation of isolates Cl574 

and Tn515 was carried on the mo12-resistant 

lettuce cultivar Salinas 88 and resulted in the 

development of symptoms, appearing 30 dpi 

to 60 dpi, in some of the inoculated plants 

(Table 1). This was not tested for isolate 

Tn517. 

The viral isolates present in the mo11 

symptomatic plants were then inoculated to 

mo10, mo11 and mo12 plants. Table 1 shows 

that 100% of plants were infected, whatever 

their resistance genotype, with severe symp-

toms appearing in mo11 and mo12 plants 

much more rapidly (from 13 to 17 dpi) (Figure 

1). Therefore, mo11 resistance-breaking vari-

ants have been selected during the first 

passage on mo11 resistant plants, and they are 

able to overcome not only mo11 but also mo12 

resistance.  

The sequence of the viral isolates present in 

mo11 Mantilia plants ultimately developing 

symptoms following the initial inoculation 

experiments was then analyzed in an effort to 

identify mutations associated with the gain of 

virulence. Initial efforts targeted the CI-Cter to 

VPg genomic region associated with resistance 

breaking (Abdul-Razzak et al., 2009). As shown 

in Table 2, during two independent experi-

ments mutations could be detected after a 

first propagation in mo11 at two positions in 

the CI-Cter sequence, depending on the 

isolate: a substitution of an alanine by a valine 

at position 602 (A602V) for Cl574 and Tn515 

(in each case in 3/4 of the sequenced proge-

nies) and a substitution of an alanine by a 

threonine at position 627 (A627T) for Tn515 

and Tn517 in respectively 1/4 and 1/3 of the 

sequenced progenies. Despite the presence of 

symptoms in the analyzed mo11 lettuce 

plants, for each isolate, in at least one or two 

of the analyzed progenies no mutation could 

be detected through RT-PCR sequencing of CI-

Cter/VPg region (Table 2), the resistance-

breaking variants being probably under-

represented in the viral progeny, with the 

absence of visible dual peaks in the 

electrophoregrams (data not shown). The 

A602V mutation was also detected after 

propagation of the Cl574 and Tn515 isolates in 

mo12 lettuce whereas no mutation was 

detected after propagation of all non-lettuce 

LMV isolates in susceptible lettuce (Table 2). 

For the variants selected on mo11 and retro-

inoculated on mo11 or mo12 plants, previously 

identified mutations were detected in 100% of 

the sequenced progenies, revealing the 

fixation of the mutations (Table 3). Further-

more, additional mutations not detected in 

the inoculum were also detected in some 

cases after the second passage on resistant 

plants, affecting again amino acids at position 

602 or 627 (Table 3). Overall, depending on 

the LMV isolate, different patterns of 

accumulation of mutations in the CI-Cter to 

VPg region can be observed. The simplest 

situation is that of Cl574, for which the A602V 

mutation is the only one observed. This 

mutation was observed to be fixed in the 

progenies analyzed following a second 

passage in resistant plants. In the case of the 

Tn515 isolate, the same was observed for the 

A602V mutation but is was accompanied in 

some propagation lineages by the A627T 

mutation. Lastly, the Tn517 isolate represents 

the most complex situation since depending 

on the propagation lineage each of these two 

mutations could be observed alone or in 

combination (Table 3). 

Sequencing of the RT-PCR-amplified CI-

Cter/VPg region of the variants after their 

propagation in mo10 lettuce shows that muta-

tions acquired during the first passage on 

mo11 resistant plants are systematically 

retained (Table 3). Therefore, in the absence 

of selection pressure driven by the mo1 allele, 

no reversion occurred. However, in a few 
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mo1

0
 (susceptible) 

 
mo1

1 (resistant) 
 

mo1
2 (resistant)a

 

Isolate A602        A627 
 

A602 A627 
 

A602 A627 

Cl574 No mutation (5/5)  
- -      (1/4) 

 V -       (2/2) 
 

V -      (3/4) 
 

Tn515 No mutation (5/5) 

 
- -      (1/4) 

 

V -       (3/3)  
V -      (2/4) 

 

 
V T      (1/4) 

 

Tn517 No mutation (4/4)  
- -      (2/3) 

 nd 
 

- T      (1/3) 
 

 

Table 2: Mutations observed in the CI-Cter/VPg region of the viral progeny of non-
lettuce LMV isolates, after their passaging in mo1

0
, mo1

1
 or mo1

2
 lettuce cultivars. The 

number of plants for which the sequenced progeny showed a particular haplotype and the total 
number of plants from which the progeny was characterized are indicated between 
parentheses. The results shown are derived from at least two independent inoculation 
experiments except in a (one experiment). 
 

Table 3: Mutations observed in the CI-Cter/VPg region of non-lettuce LMV variants selected on 

mo1
1
 resistant lettuce and of their progeny following passaging in mo1

0
, mo1

1
 and mo1

2
 lettuce 

cultivars. Variants selected in mo11 plants were re-propagated in two mo10 plants and in three mo11 

or mo12 plants. The number of independent plants used as inoculum (onea, twob or threec, depending 

on how many variants were available following the selection step) and the corresponding sequence 

of the CI-Cter/VPg region are indi atedà i à theà olu à la eledà i o ulu à mo11 .à Theà utations 

observed after sequencing the CI-Cter/VPg region of the progenies are reported in the columns 

a kedà p oge àmo1
0
, mo1

1
 or mo1

2 .à The number of plants for which the sequenced progeny 

showed a particular haplotype and the total number of plants from which the progeny was 

characterized are indicated between parentheses. 
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cases, some variants displayed additional 

mutations not detected after their first 

passage on mo11 plants (Table 3). Indeed, one 

Tn515-derived variant was observed with an 

additional A627T mutation while three Tn517-

derived variants were selected with an 

additional A602V mutation. As mentioned 

above, it is probable that those mutations 

were already present but under-represented 

in the parental population. 

The mo1²-resistance-breaking variants derived 

from Cl574 and Tn515 after a first passage on 

mo1² Salinas 88 (Table 1) were retro-

inoculated on both mo12 and susceptible 

lettuce, and 100% of mo1
2
 plants displayed 

symptoms of mosaic as soon as 12 dpi. 

Therefore, similarly to the mo11-evolved 

isolates, the variants that emerged in mo12 by 

acquiring A602V mutation are stable during a 

second passage in mo12 and do not revert in 

mo10  (data not shown). 

Full genome sequencing fails to identify 

additional mutations consistently associated 

with resistance-breaking 

The complete genomic sequences of isolates 

Cl427, Cl574, Tn515, Tn516 and Tn517 before 

and after their evolution towards mo11 

resistance-breaking were determined using 

the Illumina deep-sequencing strategy as 

described in the Material and Methods 

section. 

Besides the two coding mutations previously 

identified at positions 602 and 627 in the CI-

Cter region, a total of 12 nucleotide changes 

were detected in one or the other of the 

complete sequences of the five evolved 

isolates as compared to their parental 

sequences (Table 4). While 7 of those muta-

tions are silent, 5 of them introduce changes 

in the predicted amino-acid sequence of the 

P1, CI or NIb proteins (Table 4). In order to 

determine if these mutations were systemati-

cally associated with virulence gain, further 

targeted sequencing of each of the identified 

genomic regions was performed on several 

independently evolved variants derived from 

each isolate. For isolate Cl574, the viral proge-

ny from 9 mo11 plants displaying symptoms 

(besides those listed in Table 1) and from 3 

mo10 plants, was sequenced, whereas at least 

two independent viral progenies from mo11 

plants displaying symptoms were checked for 

the other four non-lettuce isolates. 

The results obtained show that besides the 

A602V and A627T mutations, none of the 

other mutations identified by full genome 

sequencing was observed in the indepen-

dently evolved virulent variants, indicating 

that these mutations are not directly 

associated with the ability to overcome the 

mo11 resistance and likely reflect genetic drift 

of the viral lineages sequenced. 

Amino acid positions 617 and 621 of the LMV 

CI-Cter are under positive selection pressure 

In order to try to identify amino acids under 

positive (divergent) selection pressure in the 

LMV CI-Cter to VPg region, we analyzed the 

nucleotide sequence (nt 5779-6919) of 81 

LMV isolates sampled all over the world and 

originating from different hosts (Candresse, 

Svanella-Dumas et al., in preparation) was 

analyzed. GenBank accession numbers of 

these sequences are listed in Table S1.  

As described above, a valine at position 602 

and a threonine at position 627 in the CI 

protein are potentially involved in mo1-

resistance-breaking by evolved variants of 

non-lettuce isolates. Previous analysis of 

multiple sequence alignments between 

virulent and avirulent LMV isolates had led to 

the identification of another amino acid of 

interest at position 621 (Abdul-Razzak et al., 

2009). Analysis of the multiple alignment of 

the 81 LMV sequences revealed in addition 

that all non-lettuce isolates, irrespective of 

their resistance-breaking status, display a 

serine rather than the glycine at position 617 

observed in the non-resistance breaking 

isolates from lettuce (data not shown). Hence,  
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This position appears also as a potential 

candidate for being involved in mo1-breaking. 

Different tools available via the Datamonkey 

online software were used to try to identify 

amino acids under positive selection pressure 

in the LMV CI-Cter to VPg region, as described 

in the Materials and Methods section. A 

divergent selection was detected at position 

617 with the FUBAR (prob = 0,82) and IFEL (p-

value = 0,0097) models. In both cases, only 

the 617 codon was identified. This is 

consistent with the observation of 7 non-

synonymous mutation events and only 2 

synonymous mutation events at this position 

in the LMV phylogeny reconstructed using 

MEGA 5 (Tamura et al., 2011).  

The MEME model is a new feature 

implemented in Datamonkey, aiming to detect 

episodic divergent selection, acting on a 

specific sub-branch of the phylogenetic tree. 

This method revealed that codon 621 may 

have undergone a positive selection (p-value 

0,0067). In fact, 6 non-synonymous mutation 

events are observed at this position along the 

phylogenetic tree, for only 3 synonymous 

mutation events. Another position was 

predicted to be under positive selection by 

MEME, codon 639 of the CI sequence (p-value 

= 0.0723) but no positive selection signal 

could be detected for positions 602 and 627. 

Overall, both amino acids 617 and 621 appear 

to have evolved under divergent selection 

pressure in the field. While the pressure 

imposed on 621 appears to have occurred at 

(a) specific step(s) during LMV evolution, the 

selection pressure on position 617 appears to 

have been active throughout LMV evolution. 

Partial resistance-breaking triggered by 

mutations in the CI-Cter 

The next objective of this study was to 

establish whether the amino acids at codons 

602, 617, 621 and 627 of the CI were 

ole ula à sig atu es’à o à ke à ge eti à
determinants of the ability to overcome mo1 

resistance alleles. 

Each of the four mutations A602V, G617S, 

S621T and A627T were introduced alone or in 

combination in a LMV-0 avirulent background 

(Figure S1). The full-length cDNA clones 

obtained were all infectious in susceptible 

lettuce and their resistance-breaking proper-

ties were tested after mechanical inoculation 

on mo11 and mo12 lettuce plants. Two of the 

mutants used, LMV-0-A602V and LMV-0-

S621T, have been previously described 

(Abdul-Razzak et al., 2009). It is to be noted 

that in all cases, symptom appearance on 

susceptible lettuce occurred as soon as 10 dpi, 

while infected resistant lettuces displayed 

symptoms later, 20 to 30 dpi. Such a delay in 

symptoms appearance is also observed for 

some resistance-breaking isolates such as 

LMV-E (German-Retana et al., 2000). Correla-

tion between symptom appearance and virus 

accumulation was confirmed by semi-

quantitative DAS-ELISA tests, carried out 

between 30 and 60 days post-inoculation. 

Irrespective of the virus or mutant used and 

despite calibration of the viral inoculum, LMV 

accumulation level in systemic leaves showed 

high variability in both susceptible and 

resistant lettuce cultivars, within and between 

the independent experiments. Hence, no 

quantitative meaningful comparisons could be 

obtained. 

It should be stressed that evolution of LMV-0 

towards resistance-breakinbg has never been 

observed over the years. Similarly, in the 

experiments reported here no resistance-

breakdown events were observed when LMV-

0 was inoculated to resistant lettuce, even 

after 60 dpi (Table 5), and the sequence of the 

CI-Cter region was stable in LMV-0 progenies 

in susceptible lettuce. 

Accumulation of the LMV-0-A627T mutant 

was detected only once in mo11 and twice in 

mo12 plants, in only one of the five inde-

pendent experiments performed (Table 5). 

Similar to the erratic behavior of the A627T 

mutant, the double mutants with A627T and 
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617 621 

627 

 
 
 

>LMV-0    CAAACCATTCTAGAGAGAACCTGCAAAAACTACAAGCAGTCAGAGACACA      

>LMV-0-A602V   CAAACCATTCTAGAGAGAACCTGCAAAAACTGCAGGTAGTCAGAGACACA      

>LMV-0-G617S   CAAACCATTCTAGAGAGAACCTGCAAAAACTACAAGCAGTCAGAGACACA  

>LMV-0-S621T   CAAACCATTCTAGAGAGAACCTGCAAAAACTACAAGCAGTCAGAGACACA  

>LMV-0-S621T   CAAACCATTCTAGAGAGAACCTGCAAAAACTACAAGCAGTCAGAGACACA  

>LMV-0-A627T   CAAACCATTCTAGAGAGAACCTGCAAAAACTACAAGCAGTCAGAGACACA  

>LMV-0-A602V-G617S  CAAACCATTCTAGAGAGAACCTGCAAAAACTGCAGGTAGTCAGAGACACA  

>LMV-0-A602V-S621T  CAAACCATTCTAGAGAGAACCTGCAAAAACTGCAGGTAGTCAGAGACACA  

>LMV-0-A602V-A627T  CAAACCATTCTAGAGAGAACCTGCAAAAACTGCAGGTAGTCAGAGACACA  

>LMV-0-G617S-S621T  CAAACCATTCTAGAGAGAACCTGCAAAAACTACAAGCAGTCAGAGACACA  

>LMV-0-G617S-A627T  CAAACCATTCTAGAGAGAACCTGCAAAAACTACAAGCAGTCAGAGACACA  

>LMV-0-A602V-G617S-S621T CAAACCATTCTAGAGAGAACCTGCAAAAACTGCAGGTAGTCAGAGACACA  

>LMV-0-G617S-S621T-A627T CAAACCATTCTAGAGAGAACCTGCAAAAACTACAAGCAGTCAGAGACACA  

 

 

>LMV-0    ATCATCAACTTCGAGTGCCAGGCTGGAACTGGTGACGGGGGTTCCTTCGA  

>LMV-0-A602V   ATCATCAACTTCGAGTGCCAGGCTGGAACTGGTGACGGGGGTTCCTTCGA  

>LMV-0-G617S    ATCATCAACTTCGAGTGCCAGGCTGGAACTAGTGACGGGGGTTCCTTCGA  

>LMV-0-S621T   ATCATCAACTTCGAGTGCCAGGCTGGAACTGGTGACGGGGGTACCTTCGA  

>LMV-0-A627T    ATCATCAACTTCGAGTGCCAGGCTGGAACTGGTGACGGGGGTTCCTTCGA  

>LMV-0-A602V-G617S   ATCATCAACTTCGAGTGCCAGGCTGGAACTAGTGACGGGGGTTCCTTCGA  

>LMV-0-A602V-S621T   ATCATCAACTTCGAGTGCCAGGCTGGAACTGGTGACGGGGGTACCTTCGA  

>LMV-0-A602V-A627T   ATCATCAACTTCGAGTGCCAGGCTGGAACTGGTGACGGGGGTTCCTTCGA  

>LMV-0-G617S-S621T   ATCATCAACTTCGAGTGCCAGGCTGGAACTAGTGACGGGGGTACCTTCGA  

>LMV-0-G617S-A627T   ATCATCAACTTCGAGTGCCAGGCTGGAACTAGTGACGGGGGTTCCTTCGA  

>LMV-0-A602V-G617S-S621T ATCATCAACTTCGAGTGCCAGGCTGGAACTAGTGACGGGGGTACCTTCGA  

>LMV-0-G617S-S621T-A627T ATCATCAACTTCGAGTGCCAGGCTGGAACTAGTGACGGGGGTACCTTCGA  

  

 

>LMV-0    CATGGAGACAGCACAGAAATTGG  

>LMV-0-A602V   CATGGAGACAGCACAGAAATTGG  

>LMV-0-G617S    CATGGAGACAGCACAGAAATTGG  

>LMV-0-S621T   CATGGAGACAGCACAGAAATTGG  

>LMV-0-A627T    CATGGAGACAACGCAGAAATTGG   

>LMV-0-A602V-G617S   CATGGAGACAGCACAGAAATTGG  

>LMV-0-A602V-S621T   CATGGAGACAGCACAGAAATTGG  

>LMV-0-A602V-A627T   CATGGAGACAACGCAGAAATTGG  

>LMV-0-G617S-S621T   CATGGAGACAGCACAGAAATTGG  

>LMV-0-G617S-A627T   CATGGAGACAACGCAGAAATTGG  

>LMV-0-A602V-G617S-S621T  CATGGAGACAGCACAGAAATTGG  

>LMV-0-G617S-S621T-A627T  CATGGAGACAACGCAGAAATTGG  

 

 

 

Figure S1: Nucleotide sequence alignment of the CI C-terminal region of recombinant viruses 

derived from LMV-0 (nt 5847 to 5973 in genomic sequence).  

Mutated nucleotides are highlighted and the corresponding amino acid codon underlined. At 

position 602, the GCA codon (Alanine) was mutated into GTA (Valine) and 2 synonymous mutations 

were introduced as well to design a PstI restriction site for cloning purpose. At position 617, the GGT 

codon (Glycine) was replaced by AGT (Serine), introducing a SpeI restriction site. At position 621, the 

TCC codon (Serine) was mutated into an ACC codon (Threonine), introducing a KpnI restriction site. 

At position 627, the GCA codon (Alanine) was replaced by an AGC codon (Threonine). 
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either A602V or G617S were observed to 

accumulate in mo11 or mo12 plants in only one 

of our four independent experiments perfor-

med and, as a consequence, were not studied 

further. 

Infection of mo1 resistant plants by the single 

mutant LMV-0-S621T was reproducibly obser-

ved (respectively 30.5 and 70 % of mo11 and 

mo12 plants infected), while LMV-0-A602V 

and LMV-0-G617S were never observed to 

accumulate in resistant plants (Table 5). The 

CI-Cter to VPg region of the viral progeny was 

sequenced, in order to identify potential 

additional mutations but was shown to be 

stable in susceptible and in mo1
1
 plants. In 

only one progeny from mo12 plants was the 

threonine at position 621 (ACC) replaced once 

by an isoleucine (ATC) (1/5 analyzed 

progenies) (Table 6).  

Consistent with the properties of single 

mutants, all double or triple mutants carrying 

the Serine-to-Threonine mutation at position 

621 (S621T) accumulated in mo11 and mo12 

plants (Table 5), although in all cases the 

proportion of infected mo11 plants was 

reproducibly lower than that of mo1
2
 plants. 

The modifications introduced in the CI-Cter 

region of the double mutant LMV-0-G617S-

S621T were stable in susceptible lettuce. In 

mo11 plants, the A602V (codon GCA into GTA) 

and A627T (codon GCA replaced by ACA) 

substitutions independently appeared in one 

each (variants 1 and 2, respectively) of the 4 

analyzed progenies (Table 6). In mo12 plants, 

the introduced serine 617 (AGT) was replaced 

by an asparagine (AAT) in variants 3 and 5 

(respectively observed in two and one of the 

13 characterized progenies) while the threo-

nine at position 621 (ACC) was replaced by an 

isoleucine (ATC) in variant 5 (1/13 progenies). 

The A627T substitution was detected in the 

progenies of variants 3 and 4 (respectively 

observed twice and once in the 13 analyzed 

progenies). 

For the triple LMV-0-G617S-S621T-A627T 

mutant, the modifications introduced in the 

CI-Cter region were stable in susceptible 

lettuce. However, in mo1
1
 plants, in one of the 

three progenies sequenced an additional 

mutation at position 100 of the VPg was 

observed (serine AGT to glycine GGT, Table 6). 

In mo12 plants, the above mentioned 

substitution of the introduced serine 617 by 

an asparagine was detected in variant 2, 

which was observed in two of the four 

characterized progenies (Table 6). 

Very interestingly, despite the fact that the 

corresponding single mutants (LMV-0-A602V 

or LMV-0G617S) did not accumulate in mo1
1
 

and mo12 plants, the double mutant LMV-0-

A602V-G617S was observed to accumulate in 

respectively 51.2% and 75% of inoculated 

mo11 and mo12 plants (Table 5). The triple 

mutant LMV-0-A602V-G617S-S621T reprodu-

cibly accumulated in more mo1² plants and 

less mo11 plants than the LMV-0-A602V-

G617S (respectively 21.7% and 84.4 % of 

inoculated mo11 and mo12 plants, Table 5) 

even though no statistical significance could 

be assessed from the overall infection rate 

due to lack of a common reference 

throughout the different experiments. 

In susceptible plants, reversion events 

occurred at position 602 (the introduced 

valine reverted to alanine) in the progenies of 

both the double LMV-0-A602V-G617S and 

triple LMV-0-A602V-G617S-S621T mutants 

(2/8 sequences) after three successive passa-

ges on mo10 lettuce (Table 6). In mo11 plants, 

the A627T substitution appeared in one of the 

nine analyzed progenies of LMV-0-A602V-

G617S, in addition to a mutation at position 

156 of the VPg (tyrosine to valine). Mutation 

at position 100 (serine to glycine GGT) of the 

VPg were also observed in the progenies of 

LMV-0-A602V-G617S (one out of nine analy-

zed progenies) and LMV-0-A602V-G617S-

S621T (one out of three progenies). Both 617S  
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 LMV clone Susceptible mo1
0
 Resistant mo1

1
 Resistant mo1² 

LMV-0 100% 0 0 

LMV-0-A602V 100% 0/46 
 
(0)  0/46 (0) 

LMV-0-G617S 100% 0/34 (0) 0/34 (0) 

LMV-0-S621T 100% 11/36 (30.5) 28/40 (70) 

LMV-0-A627T 100% 1/17 (6) 2/17 (12) 

LMV-0-A602V-G617S 100% 22/43 (51.2) 30/40 (75) 

LMV-0-A602V-S621T 100% 7/27 (25.9) 8/25 (32) 

LMV-0-A602V-A627T 100% 3/39 (7.7) 2/41 (4.8) 

LMV-0-G617S-S621T 100% 7/31 (22.5) 12/31 (39) 

LMV-0-G617S-A627T 100% 0/19 (0) 2/22 (26.6) 

LMV-0-A602V-G617S-S621T 100% 10/46 (21.7) 38/45 (84.4) 

LMV-0-G617S-S621T-A627T 100% 3/4 (75) 4/4 (100) 

 

Table 5: Proportion of susceptible or resistant lettuce plants infected by LMV-0 or by its mutant 

derivatives as assessed by DAS-ELISA at 60 days post inoculation. The percentage of infected plants 

is given between parentheses. The values shown correspond to the accumulated data from at least 

four independent inoculation experiments. 
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and 617N were also detected in the CI-Cter 

region of LMV-0-A602V-G617S variant 2 

(Table 6). In mo1² plants the introduced serine 

617 was replaced by an asparagine in LMV-0-

A602V-G617S variant 3 (representing two of 

the 18 characterized progenies) and LMV-0-

A602V-G617S-S621T variants 2 and 3 (respect-

tively twice and once in the 11 characterized 

progenies). Furthermore, the threonine at 

position 621 was replaced by an isoleucine in 

the progeny of LMV-0-A602V-G617S-S621T 

variant 3 (1/11 progenies). 

Altogether those results show that the 

infection of resistant lettuces by the LMV-0-

derived mutants is not correlated with the 

accumulation of additional mutations in the 

CI-Cter region, as the majority of viral 

progenies displayed a sequence identical to 

the inoculated virus. 

Competitiveness of resistance-breaking LMV-0 

mutants in susceptible lettuce 

For viruses and other plant pathogens, gains 

of virulence on resistant genotypes are 

frequently associated with fitness loss in 

susceptible genotypes (Ayme et al., 2007). To 

investigate the possible fitness cost associated 

with each mutation, competition tests were 

performed between the parental LMV-0 

isolate and its mutant derivatives. Each 

mutant was inoculated singly or in mixed 

infection (1:1 ratio) with its parent, as 

described in Material and Methods. Viral 

accumulation (single infections) and the 

continued presence of the two inoculated 

viruses (mixed infections) in the systemically 

infected leaves were monitored at 10, 15 and 

20 dpi. As the outcome of the competition 

was the same at 10, 15 and 20 dpi, the results 

presented in Figure 2 correspond to the 

compilation of the results obtained during 3 

independent experiments, regardless of the 

harvesting time. In the single infection assays, 

no reproducible significant differences of 

accumulation of the mutant viruses were 

observed as compared with the LMV-0 parent 

(data not shown).  

When LMV-0 and LMV-0-A602V were co-

inoculated (Figure 2A, tests 1, 2 and 3), in 38 

out of the 41 plants, LMV-0-A602V was 

excluded and LMV-0 was the only virus 

detected after analysis of the electro-

phoregrams. In only 3 plants could both 

viruses still be detected up to 20 dpi. The 

presence of both viruses in all the inoculated 

leaves was verified at 5 dpi. This suggests that 

in a LMV-0 background, the A602V mutation is 

associated with a high fitness cost in 

susceptible lettuce plants. 

In the case of the G617S mutation, the 4 

independent experiments performed led to 

variable results (Figure 2B). However, in all 

experiments prolonged co-infection by the 

two viruses was observed (in a total of 35/64 

plants), and single infection involving either 

the parent virus or the G617S mutant were 

also observed in a number of plants. These 

results suggest that the G617S mutation does 

not significantly affect the competitiveness of 

the mutant as compared to LMV-0 in 

susceptible lettuce. 

A similar situation was observed with the 

S621T mutation (Figure 2C), since LMV-0 was 

observed alone in the systemic leaves in only 

nine plants out of a total of 48, whereas in 13 

plants, LMV-0-S621T was the only virus 

detected and in 26 plants both viruses were 

still observed in co-infection.  

Competition assays performed between LMV-

0-G617S and LMV-0-A602-G617S resulted in 

the counter-selection of the double mutant 

(Figure 2D). 

Discussion 

In this study, we showed that the propagation 

of five non-lettuce LMV isolates in mo11 and 

mo12 plants was accompanied by a gain of 

virulence correlated with the accumulation of 

mutations at positions 602 and/or 627 in the 

CI-C-terminal region, in all the independently 

selected virulent variants. Those mutations  
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Susceptible mo1
0
 

 
Resistant mo1

1
 

 
Resistant mo1² 

Codon position A602 G617 S621 A627 

 

A602 G617 S621 A627 
VPg 

S100 

 

A602 G617 S621 A627 

LMV-0-S621T - - T - 
 

- - T - - 
 

- - T - 

Evolved (1/5)       - -  I - 

LMV-0-A602V-G617S V S - - 
 

V S - - - 
 

V S - - 

Reverted A S - -       

Evolved 1
a
 (1/9)    V S - T -    

Evolved 2 (1/9)    V S/N - - G    

Evolved 3 (2/18)       V N - - 

LMV-0-G617S-S621T - S T - 
 

- S T - - 
 

- S T - 

Evolved 1 (1/4)    V S T - -    

Evolved 2 (1/4)    - S T T -    

Evolved 3 (2/13)       - N T T 

Evolved 4 (1/13)       - S T T 

Evolved 5 (1/13)       - N  I - 

LMV-0-A602V-G617S-

S621T 
V S T - 

 
V S T - - 

 
V S T - 

Reverted A S T -       

Evolved 1 (1/3)     V S T - G  - - - - 

Evolved 2 (2/11)        V N T - 

Evolved 3 (1/11)       V N  I - 

LMV-0-G617S-S621T-

A627T 
V S T - 

 
- S T T - 

 
- S T T 

Evolved 1 (1/3)    - S T T G    

Evolved 2 (2/4)       - N T T 

 

Table 6: Summary of the amino acid changes observed in the CI-Cter to VPg genome region of LMV-

0 mutants after passaging in susceptible or in resistant lettuce cultivars. The amino acid numbering 

is according to the genome sequence of LMV-0 (X97704). The position of the amino acids 

corresponds to the position in the CI protein or in the VPg sequence after maturation of the 

polyprotein. Mutations in susceptible plants (mo1°) were observed after 3 successive passages while 

changes in resistant plants (mo11 and mo1²) occurred during the first passage and were observed 60 

days post inoculation. The number of independent clones acquiring the mutation is indicated 

between brackets. a An additional Y156V mutation is present in the VPg protein sequence.  
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were never selected in susceptible lettuce, in 

the absence of selection pressure. Whole 

genome sequencing of native and evolved 

isolates showed that no other mutation could 

be consistently associated with adaptation to 

the mo11 resistance. Such parallel evolution 

made both the A602V and A627T substitutions 

very interesting candidates for mo1 virulence 

determinants, together with amino acid 

candidates at position 617 and 621 identified 

through the polymorphism analysis of the CI-

Cter/VPg region of LMV isolates sampled 

worldwide. The role in mo1-breaking of each 

of those four amino acids was studied through 

reverse genetics experiments performed on 

an infectious cDNA clone of an avirulent LMV-

0 isolate. We previously showed that the 

A602V substitution was not sufficient to 

confer virulence to LMV-0, in contrast to the 

S621T substitution, which conferred resis-

tance-breaking properties (Abdul-Razzak et 

al., 2009). The experiments reported here 

show that the double mutation A602V-G617S 

is also sufficient to confer virulence to LMV-0, 

revealing a new mutational pathway and 

confirming that the C-terminus of the CI is 

directly involved in the overcoming of eIF4E-

mediated resistance in lettuce. 

Eventhough the statistical significance of the 

observation cannot be demonstrated, it is 

remarkable that for almost every mutant 

tested the rate of infection was lower in mo11 

than in mo12 plants. Hence, mutations in the 

LMV-CI trigger only partial resistance-breaking 

with different efficiency for the two resistance 

allele. This emphasizes the possible cooper-

ation between CI-Cter and VPg regions of LMV 

for complete mo1-resistance overcoming. In 

this study, the observed emergence of S100G 

mutation in the VPg of LMV-0 derived mutants 

progenies infecting mo11 lettuce argues in 

favor of this hypothesis.  

The CI-Cter-VPg sequence of the large 

majority of the analyzed progenies of LMV-0 

mutants was stable after propagation in 

susceptible or resistant plants. However, an 

additional mutation at VPg position 100 was 

observed for some progenies of three mutants 

upon propagation in mo1
1
, and for some 

mutants a proportion of the progenies 

acquired additional mutations in the CI 

sequence. In mo11 plants these additional 

mutations involved positions 602 or 627. In 

mo12 plants, besides position 627, mutations 

were observed at the two positions predicted 

to be under positive selection, 617 and 621. 

These results demonstrate the existence of 

differential mutational pathways, depending 

on the plant genotype. It is tempting to 

attribute this difference to the mo1 allele 

present, but we cannot exclude an effect of 

the genetic background of the lettuce 

varieties used. Such a genetic background 

effect could explain why non-lettuce isolates 

were able to evolve towards resistance-

breakdown in Salinas 88 plants but not in the 

early flowering line 8714132M, although both 

varieites carry the same mo12 allele. The 

effect of the host genetic background on the 

probability of appearance of resistance-

breaking mutants of PVY and on the speed of 

fixation of these mutants was previously 

demonstrated by Quenouille et al. (2013). In 

the present study, it seems that the infection 

rate of LMV-0 resistance-breaking mutants 

and the stability of the resistance-breaking 

mutations in their progenies depend on both 

the allele at the mo1 locus and the lettuce 

genetic background. 

We also showed that LMV adaptation to mo1 

resistance depends on the viral genetic 

background. Indeed, in the non-lettuce isolate 

Tn517, the S617-T627 combination of 

mutations confer full resistance-breaking 

properties, contrarily to the situation in LMV-

0. Similarly, variants with the V602-S617 and 

derived from Cl574 infected 100% of the 

resistant plants while the corresponding 

mutations introduced in LMV-0 only allowed 

accumulation in 51% (mo11) to 75% (mo12) of  
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Figure 2: Outcome of the competitions between co-inoculated LMV isolates in the susceptible 

lettuce cultivar Trocadéro. 

The graphs show the percentages of plants in which only one of the co-inoculated viruses was 

detected, or in which both viral isolates could still be detected at 10 to 20 days post inoculation. The 

combinations of competing viral isolates were: (A) LMV-0 vs LMV-0-A602V, (B) LMV-0 vs LMV-0-

G617S, (C) LMV-0 vs LMV-0-S621T and (D) LMV-0-G617S vs LMV-0-A602V-G617S.  
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inoculated plants. Those results are in good 

agreement with those of Montarry et al. 

(2011) who showed that the viral genetic 

background surrounding the pathogenicity 

locus had a strong impact on the ability of PVY 

to evolve towards resistance-breaking since 

exchanging the CI cistron of a PVY isolate 

could confer to the resulting chimera an 

enhanced capacity break an eIF4E-mediated 

resistance in pepper. The mechanistic basis of 

this enhanced evolution capacity is unknown, 

but does not involve an increase in the global 

mutation rate of the virus. 

The evolutionary constraints acting on the two 

virulence factors of LMV, CI-Cter and VPg was 

estimated from 81 sequences deposited in 

Ge Ba k.à Theà ωà atioà asà ge e all à lo ,à
indicating that these virulence factors were 

globally under negative selection and that 

most amino acid changes were deleterious. 

However CI amino acid 617 was found to be 

u de à sig ifi a tà positiveà sele tio à ω> ,à
suggesting a role of this codon in the virus 

adaptation. In the course of all previous assays 

(Redondo et al., 2001; German-Retana et al., 

2008a; Abdul-Razzak et al., 2009) and in the 

present study, the LMV-0 isolate never 

evolved towards resistance-breaking in mo11 

or mo12 lettuce, contrary to the non-lettuce 

isolates which acquired mutations at positions 

602 and/or 627. LMV-0 differs in particular by 

the presence of a Glycine at position 617 and 

the nature of the amino acid at this position 

seems to be cluster-specific. Presence of a 

glycine at this position (617G) is a common 

feature of lettuce LMV isolates belonging to 

the COMMON cluster, 617N is associated with 

the resistance-breaking MOST cluster and 

related isolates (Krause-Sakate et al., 2002) 

while 617S is associated with the rest of LMV 

clusters which essentially regroup non-lettuce 

isolates. Strikingly, none of the 617G-contai-

ning isolates tested so far was able to evolve 

towards resistance-breaking while 617S-

containing isolates were (Candresse, Svanella-

Dumas et al., in preparation). In addition, in 

the CI-sequence of the 81 LMV isolates 

analyzed, the amino acids V/T602, T/N621, 

and T627, that tend to be associated with 

resistance-breaking, were never associated 

with G617, but always combined to S/N617. 

This leads to the hypothesis that S617 would 

eà o elatedà ithà theà evolva ilit à ofà LMVà
towards virulence against mo1 resistance, in 

association with other genetic determinants in 

the genome as discussed above. That this 

mutation alone is, however, not sufficient is 

clearly demonstrated by the observation that 

the single mutant LMV-0-G617S did not infect 

resistant lettuces and that no virulent variants 

emerged in its progeny. 

Furthermore, the glycine at position 617 

seems to be associated with adaptation of 

LMV to cultivated lettuce (Lactica sativa). 

Indeed, on the basis of the CI-VPg 

phylogenetic tree rooted on the LMV Greek 

cluster, the ancestral codon at position 617 

appears to be AGT (serine), suggesting that 

the acquisition of the GGT codon (glycine) is a 

posterior event specific to lettuce isolates. In 

the LMV COMMON cluster, only two isolates 

do not have the GGT codon at position 617 

but AGT, and these are the only isolates from 

ornamental plants, strengthening the hypo-

thesis that the GGT codon at position 617 

could be associated with adaptation to 

lettuce. From a structural point of view, the 

replacement at position 617 of a small 

hydrophobic glycine by a large hydrophilic 

serine able to establish more hydrogen bonds, 

has the potential to impact the CI-Cter three 

dimensional folding. Unfortunately, no crystal 

structure has yet been obtained for the CI of 

any potyvirus and modeling is complicated by 

lack of close homologs of the potyviral CI 

(Sorel et al., 2014). Analysis of the CI-Cter 

sequence of LMV-0 with I-TASSER 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSER/) predicted this region to consist of 

three intertwi edàα-helixes, with the 617  
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Figure S2: LMV maximum likelihood phylogenetic tree based on CI-Cter-VPg sequence 
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amino acid located in a loop while the 3 other 

positions of interest (amino acids 602, 621 

and 627) are embedded into the helices.  

In order to understand why the mo1 

resistance remained durable in the field 

despite the virulent LMV variants that could 

be selected in our laboratory experiments, we 

studied the fitness of resistance-breaking LMV 

mutants. Indeed, the fitness cost associated 

with mutations involved in virulence has been 

reported to be important in predicting the 

resistance durability in several plant–virus 

pathosystems (Lecoq et al. 2004; Boyd 2006). 

We clearly demonstrated that the mutant 

LMV-0-A602V has a lower competitiveness 

than LMV-0. As a consequence, if such a 

mutation appears in a susceptible lettuce, the 

resulting virus would be counter-selected. 

These results match the observation of 

reversion events affecting A602V mutation in 

susceptible plants (Table 6). No clear 

competitiveness cost or improvement seems 

to be linked to G617S or S621T mutations. 

Moreover, the V602A reversion in LMV-0-

A602V-G617S and LMV-0-A602V-G617S-S621T 

progenies after propagation in susceptible 

lettuce, tends to demonstrate that the 

addition of mutation G617S does not 

compensate the competitiveness cost of 

A602V in susceptible lettuce. This is in 

agreement with our results on the outcome of 

competition assays performed between LMV-

0-G617S and LMV-0-A602-G617S that resulted 

in the counter-selection of the double mutant. 

It has been shown that the nature (transition 

or transversion) and the fitness cost of 

mutations are determinant in the capacity of 

resistance-breaking pathogens to appear and 

to accumulate (Ayme et al. 2007; Janzac et al. 

2009; Fabre et al. 2009). In our case, the 

S621T mutation is a transversion (pyrimidin T 

to purin A) and consequently would be 

expected to have a lower probability to occur 

than a transition, preventing it from emerging 

in a viral population. Analysis of the LMV CI-

Cter to VPg sequence alignment revealed a 

high transition/transversion ratio (R = 8.98, i. 

e. 18 times more transitions than transver-

sions because when the two kinds of 

substitution are equally probable, there are 

twice as many possible transversions as 

transitions). Furthermore, COMMON LMV 

isolates, infecting lettuce crops and carrying a 

G617 are unlikely to evolve towards virulence, 

and consequently do not potentially endanger 

the mo1 resistance durability. On the other 

hand, non-lettuce isolates proved to be able 

to infect susceptible lettuce and to evolve 

towards mo1 resistance-breaking, represent-

ting a potential threat for mo1 resistances 

durability. According to the analysis of LMV 

natural diversity very few exchanges between 

non-lettuce and lettuce compartments 

occurred. This lack of exchange between 

compartments could be attributed to a 

preference of insect vectors to feed on either 

weeds or cultivated lettuce. Furthermore, the 

non-lettuce isolates that evolved towards 

virulence are not seedborne in resistant 

lettuce (Candresse, Svanella-Dumas et al., in 

preparation). However we cannot exclude the 

hypothesis that in the field, the adaptation of 

LMV isolates to resistant lettuce could have 

also a consequence on aphid transmission 

efficiency, a feature that was not assessed in 

this study. 

The majority of eIF4E-resistance breakdowns 

have been associated to date with mutations 

in the central region of VPg (Moury et al. 

2004; Yeam et al. 2007; Charron et al. 2008). 

However besides the CI protein in the lettuce-

LMV pathosystem, the P1 protein in the pea-

Clover yellow vein virus (ClYVV) pathosystem 

was also described as involved in virulence 

against an eIF4E-mediated resistance (Naka-

hara et al. 2010). As for other potyviruses, the 

VPg of LMV was shown to interact with 

lettuce eIF4E in vitro (Michon et al. 2006; 

Roudet-Tavert et al. 2007; German-Retana et 

al. 2008a) and in vivo (German-Retana,  
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unpublished results). Recently, we  demons-

trated that the C-terminal end of LMV-CI is 

also able to interact with both the VPg and 

lettuce eIF4E with significant interaction for 

each combination considered (CI from virulent 

or avirulent virus isolates; eIF4E from 

susceptible or resistant lettuce) (Tavert-

Roudet et al. 2012). Furthermore, binding of 

the CI-Cter region to the two resistance allelic 

forms of eIF4E or the susceptible one, is not 

affected by mutation S621T in the LMV-0 CI-

Cter (Tavert-Roudet et al. 2012). Altogether 

these data indicate that eIF4E-mediated 

resistance breaking is under complex control 

in the lettuce/LMV pathosystem, and the 

mechanism proposed by Charon et al. (2008) 

postulating that susceptibility results from 

physical interaction between plant eIF4E and 

viral VPg, resistance results from disruption of 

the interaction mediated by amino acid 

changes in eIF4E; and resistance breakdown 

results from restoration of the interaction 

mediated by amino acid changes in the VPg, 

has been so far only demonstrated in pepper 

(Capsicum spp.). 

The C-terminal region of the potyvirus CI 

protein was shown to be involved in the 

elicitation of defensive responses mediated by 

R genes and in interactions with host factors 

determining recessive resistance in different 

plant-potyvirus pathosystems (Jenner et al. 

2000; Jenner 2002; Abdul-Razzak et al. 2009; 

Chowda-Reddy et al. 2011; Fujiwara et al. 

2011). Moreover, CI has been shown to be an 

important determinant of the symptoms 

caused by potyviruses in productive infections 

(Chu et al. 1997; Redondo et al. 2001; Krause-

Sakate et al. 2005; Faurez and Baldwin 2012). 

Therefore, the highly variable C-terminal part 

of the CI protein carries virulence determi-

nants towards numerous plant resistances for 

different potyviruses (Sorel et al. 2014). This 

variability could be interpreted as a mean of 

adaptation to new hosts through interaction 

of the CI C-terminal region with host factors.  

The C-terminus of LMV CI is probably part of a 

complex network of viral and cellular protein 

cooperation, involving VPg, eIF4E and possibly 

HC-Pro as well (Roudet-Tavert et al. 2007) and 

the translation initiation factor eIF4G, shown 

to be required for LMV infection in 

Arabidopsis thaliana (Nicaise et al. 2007). Such 

interactions should be crucial for eIF4E 

recruitment to different processes of the viral 

infection. The VPg of potyviruses is expected 

to contribute to both genome replication 

(Puustinen and Mäkinen 2004) and translation 

(Eskelin et al. 2011), which are mutually 

exclusive processes. In this context, mutually 

exclusive interactions of VPg with CI or cellular 

eIF4E might conceivably be associated with 

replication and translation, respectively. In 

such a scenario, eIF4E-mediated resistance 

would be hypothesized to interfere with 

replication and/or translation either by a 

defect on VPg/eIF4E interactions (overcome 

by mutations in VPg) or by interference of CI 

in this interaction (overcome either by VPg or 

CI mutations); since mutations in P1 can also 

suppress eIF4E-based resistance, P1 would be 

expected to be involved in any of these 

interactions.  

Furthermore, there is abundant evidence of a 

close relationship between replication 

complexes and viral movement (Tilsner and 

Oparka 2012), thus eIF4E-based resistance 

could act at the level of virus cell-to-cell 

movement as well, as it has also been postu-

lated for some pea and lettuce resistance 

genes (Gao et al. 2004; German-Retana et al. 

2003). In lettuce, the mo12 allele restricts the 

intercellular movement of the avirulent isolate 

LMV-0 and affects its loading and unloading 

from the phloem (German-Retana et al. 2003). 

The eIF4E/LMV CI interaction could therefore 

contribute somehow to the cell-to-cell and 

long-distance movement process. More effort, 

however, is still needed to understand this 

network and the underlying function(s) that  
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are associated with the viral and host protein 

interactions involved. 
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Résultats supplémentaires 

áuàsei àdeà etàa eàdeà e he he,àd’aut esàtestsàdeà o p titio ào tà t à alis sà aisà ’o tà

pasà t à i t g sà da sà l’a ti le.à Ilà s’agità deà testsà alis sà su à laitueà sista teàmo1² visant à 

mettre en compétition le LMV-0-S621T et le LMV-0-A602V-G617S entre eux. Le nombre de 

répétitions ’ ta tà pasà suffisa tà età lesà sultatsà edo da tsà ave à lesà o lusio sà ti esà duà

tau à d’i fe tio à deà ha u à deà esà vi usà su à laitueà mo1²,à ilà ’aà pas été jugé utile de les 

signaler. 

En effet, les tests présentés dans la Figure 1.1 présentent des résultats contradictoires 

puisque dans deux cas le double mutant LMV-0-A602V-G617S est le virus majoritairement 

trouvé dans les feuilles systémiques alors queàda sà leà p e ie à a à ’està leà si pleà uta tà

LMV-0-S621T qui se trouve majoritaire dans les feuilles systémiques. Dans les trois cas un 

mélange des deux virus est détecté dans les feuilles inoculées, indiquant que les deux virus 

o tà ie à t à apa lesàd’ ta li àdesàfo e sàd’i fe tio àp i ai e.à 

De même, lors de ha ueà testà deà o p titio à l’a u ulatio à vi aleà aà gale e tà t à

comparée. Pour cela, chaque virus compétiteur était parallèlement inoculé seul dans 12 

laitues trocadero. Les trois premières feuilles de chacune de ces plantes ont été prélevées 

simultanément aux prélévements des compétitions puis la charge virale a été estimée par 

DAS-ELISA semi-quantitatif. Ces résultats, malgré une variabilité inter-pla tes,à ’o tà v l à

au u eà diff e eà sig ifi ativeà d’a u ulatio à e t eà leà LMV-0 et les clones mutés LMV-0-

A602V et LMV-0-S621T (Figure 1.2). Cependant, de façon reproductible le virus LMV-0-

G617S a été détecté à un niveau plus bas que le LMV- .à Ilà se le aitàdo à u’u à oûtàdeà

fitness soit tout de même imposé au LMV- àe àpla teàse si leàlo s u’ilàa uie tàla mutation 

G617S, mais que celui-ci ne soit pas révélé par les tests de compétition.  

Ainsi, le LMV-0-G “às’a u uleà ep odu ti le e tàààu à iveauàplusà asà ueàleàLMV-0 en 

pla teàse si leàlo s u’ilàestàseulà aisàsaà iseàe à o p titio àauàsei àd’u eàpla te ne résulte 

jamais au même résultat. Une hypothèse émise lors de discussions avec R. Froissart (CIRAD, 

Mo tpellie àstipuleà ueà laà utatio àG “àpou aitàg e àu àgouletàd’ t a gle e t,à eà

laissa tà u’u eàfai leàpo tio à o à ep se tativeàdeàlaàpopulation virale atteindre les feuilles 

s st i ues.àCeàgouletàse aità espo sa leàduà a a t eàal atoi eàdeàl’issuàdeàlaà o p titio à

entre LMV-0 et LMV-0-G617S mais également de la faible accumulation virale de ce dernier. 

Cette hypothèse pourrait être confirmée pa à esu eàdeàl’a u ulatio àvi aleàtotaleàda sàlesà 
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Figure 1.1 : Graphi ue représe ta t l’issu de 3 tests mettant en compétition LMV-0-S621T 

et LMV-0-A602V-G617S dans des laitues mo1² 

 

Figure 1.2 : Co paraiso  de l’accu ulatio  
virale dans les feuilles systémique des 

clones LMV mutés en inoculation simple au 

sein de laitues Trocadéro 

Les résultats présentés dans le graphique 

correspondent à un des trois tests réalisés, 

représentatif des deux autres. 

L’a u ulatio à elativeà o espo dà au 

appo tà deà laà dilutio à deà l’ ha tillo à su à laà
dilutio à d’u à ha tillo à talo ,à pou à u eà
même DO. 
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laituesà au uellesà lesà à vi usà o tà t à i o ul s,à o pa ative e tà àà l’a u ulatio à e à
inoculation simple.     

 

Les mutations identifiées sont bien impliquées dans le contournement des 

résistances mo1, en coopération avec le fond génétique du virus 

Parmi les 4 mutations candidates identifiées au sein de la diversité naturelle du LMV, trois 

d’e t eàellesào tàu àeffetàsu àleàph ot peàdeà o tou e e tàduàLMV-0, la mutation S621T 

et la combinaison A602V-G “à so tà suffisa tesà àà l’a uisitio à deà laà vi ule eà su à laituesà

mo1
1
 et mo1².à E à eva he,à l’i t odu tio àdeà laà utatio àá Tà seuleàouàe à o i aiso à

ave àG “à o eà ’està leà asà da sà lesà isolatsà o -laitue évolués) dans le LMV-0 ne lui 

confère pas la capacité de contourner les résistances mo1. Cependant, cette mutation est 

appa ueà spo ta e tà du a tà l’i fe tio à deà laituesà sista tesà pa à plusieu sà desà lo esà

o tou a ts.àái si,àelleàse leàtoutàdeà eàposs de àu à ôleàda sàl’adaptatio àduàvi usààà

l’all leàd’eIF4E. 

Laàd te tio àd’u eàp essio àdeàs le tio àpositiveàsu à lesàpositions 617 et 621 souligne leur 

i po ta eàda sà l’adaptatio àduàvi usàau à o t ai tesàdeà l’hôte,àalo sà ueà laàpositio à à

dont la mutation engendre un coût de fitness, est plutôt soumise à une sélection 

purificatrice visant à conserver une très faible diversité à cette position. La position 627, 

ua tàààelle,à ’estàpol o pheà u’auàsei àduàLMV- à uiàp se teàl’a ideàa i à T.à 

áu u eàdo eàst u tu aleà ’estàdispo i leàpou àlaà gio àC-terminale de la CI puisque celle-

ci est très variable, sans homologie avec des protéines dont la structure a été résolue,  età ’aà

pas encore pu être cristallisée. Nous ne pouvons donc pas tirer de conclusions quant aux 

possi lesà i pli atio sà st u tu alesà deà esà diff e tesà utatio s.à Cepe da tà d’ap sà laà

séquence de la CI-Cter, les logiciels Phire² et I-Tasser ont prédit une organisation de cette 

gio àe à àh li es.àD’ap sà laà od lisatio à I-Tasser, ces trois hélices seraient entremêlées 

Figu eà . .àDeàfaço à i t essa te,àl’a ideàa i à àetàpossi le e tàl’a ideàa i à 1 se 

t ouve aie tàda sàu eà ou leàsitu eàe t eà àh li es.àPa àailleu s,àl’alig e e tàdeàs ue esà

CI-Cter de plusieurs potyvirus, comme celle présentée dans la revue de synthèse 

bibliographique, montre que le LMV comme le TuMV possèdent 8 acides aminés de plus que  
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Figure 1.3 : Modélisation de la structure 3D de la région CI-Cter du LMV par I-TASSER  

Lesàa idesàa i sàd’i t tàso tàsig al sàe àve t.à  
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la majorité des autres potyvirus. De façon surprenante, cette région coïncide avec la portion 

deàlaàCIà uià o tie tàlesàa idesàa i sà àetà .àái si,àilàestàp o a leà ueàl’i pli atio àdeà

la CI-Cter dans le contournement des résistances associées à eIF4E soit confinée à ces 

quelques espèces de potyvirus possédant ce trait particulier. Ceci expliquerait pourquoi la CI 

’avaitàjus u’alo sàja aisà t àide tifi eà o eàfa teu àdeàvi ule eàvis-à-vis des résistances 

de ce type. 
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Chapitre 2 

Les fonctions de la CI dans le mouvement de 

cellule à cellule et dans le contournement des 

résistances mo1 sont-elles liées ? 

 

 

Co te te de l’étude 

 

I. Les mutations de contournement sont-elles 

impliquées dans le mouvement du virus ? 

 

II. La région C-terminale de la CI du LMV participe-t-elle 

au recrutement de la protéine aux plasmodesmes ?  
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Co te te de l’ tude 

La résistance mo1² affecte le mouvement du virus 

Le mouvement du LMV au sein de plantes sensibles et résistantes a été observé précédemment au 

la o atoi eàg eàààl’utilisatio àdeàvi usà a u sàd iv sàdeàLMV-0 et LMV-E : ces virus comportent 

u eài se tio àdeàlaàs ue eà oda tàpou àl’u àouàl’aut eàdesàgènes rapporteurs GUS ou GFP au sein 

de leur génome entre les séquences P1 et HcPro (German-Retana et al., 2003).à L’i t odu tio àd’u à

siteàdeà livageà e o uàpa àlaàp ot aseàvi aleàNIaàe àavalàduàg eà a ueu àpe etàl’e isio àdeàlaà

protéine marqueur qui se trouve ainsi exprimée sous forme libre dans les cellules infectées. Le 

pouvoi à i fe tieu àdeà esà vi usà taggu sà ’estàpasà odifi à su àpla teà se si leàpa à appo tà au à vi usà

non marqués (German-Retana et al., 2003).  

Il a été observé que le LMV-0-GUS-clvHC ou le LMV-0-GFP- lvHCà ta lisse tàdesàfo e sàd’i fe tio àsu à

plante sensible Salinas (mo10) comme sur plante résistante Salinas 88 (mo1²), mais que ceux-ci 

diffèrent par leur surface au cours du temps. En effet, le LMV-0 semble avoir un mouvement de 

cellule à cellule ralenti sur plante résistante (German-Retana et al., 2008a). De plus, des expériences 

de greffage ont permis de révéler une inhibition du chargement et du déchargement du phloème du 

LMV- à da sà lesàpla tesà sista tes.àái si,à l’i apa it à duà LMV-0 à établir une infection systémique 

hezà“ali asà àse leà t eàli eàààl’a u ulatio àdeà lo agesààà esàt oisà tapes,à esà lo agesà tant 

li sàu i ue e tàààlaàp se eàd’u àall leàdeà sista eàduàg eàmo1 codant pour une forme mutée 

d’eIF4E,à puis ueà lesà ultiva sà “ali asà età “ali as 88 sont quasi-isog i uesà e ept à pou à l’all leà auà

locus mo1. Ainsi, le facteur eIF4E de la laitue pourrait être impliqué dans le mouvement du LMV au 

sein de la plante. Cependant, il ne peut être exclu que le ralentissement global du mouvement du 

virus soit aussi corrélé à une diminution de la réplication de celui- i.àE àeffet,àl’i pa tàdeàlaà sista eà

mo1 sur laà pli atio àduàvi usà ’aàja aisàpuà t eàtest ,àduàfaitàdeàlaàg a deàdiffi ult àe p i e taleà

d’o te i àdesàp otoplastesàissusàdesàdiff e tsà ultiva sàdeàlaitueàe àvueàdeàlesài fe te .à 

 La CI est impliquée dans le mouvement du virus 

Comme précédemment décrit dans la revue bibliographique, la protéine CI est essentielle au 

mouvement de cellule à cellule des potyvirus. Elle est recrutée aux plasmodesmes via son interaction 

avec la protéine P3N-PIPO et y forme des structures coniques, lesquelles pourraient permettre de 

diriger la forme de mouvement du virus vers les plasmodesmes et de faciliter son passage au travers 

de ceux-ci. Selon les diverses études de génétique inverse menées sur plusieurs pathosystèmes, il 

semblerait que les régions N-terminale et C-terminale de la CI soient impliqués à des degrés 

diff e tsàda sà eàp o essus.àLaà essit àouà o àdeàl’a tivit àh li aseàdeàlaà gio à e t aleàdeàlaàCIà 
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pou àleà ouve e tàduàvi usà ’aàpuà t eà iseàe à vide e,àduàfaitàdeàl’i apa it àa tuelleàdeàdisso ier 

mouvement et réplication mais cette hypothèse ne peut être exclue.  

La CI-Cter est impliquée dans le contournement de la résistance conférée par eIF4E 

Les travaux entrepris au laboratoire ces dernières années, par Anas Abdul-razzak et Thomas Guiraud 

(Abdul-Razzak et al., 2009),à età do tà laà o ti uatio à faità l’o jetà duà Chapit eà à deà etteà th seà o tà

permis de démontrer que la protéine CI du LMV et plus particulièrement la région C-terminale de 

celle-ci est un facteur de virulence vis-à-vis de la résistance mo1, conférée par des mutations au sein 

de la protéine eIF4E de la laitue. Quatre acides aminés ont été identifiés comme participant au 

contournement des résistances mo1 chez la laitue. Cependant, les rouages de ce contournement 

partiel sont encore inconnus.  

 

áu à vuesà deà esà fais eau à d’i fo atio s,à u eà h poth seà peutà t eà pos e : la résistance mo1 

bloquerait, ou limiterait, le mouvement du virus au sein de la plante et ce blocage serait levé par 

l’a uisition des mutations de contournement au sein de la CI-Cter. Cette hypothèse permettrait à la 

foisà d’att i ue à u eà fo tio à lai eà àà laà sista eà o f eà pa à eIF4E chez la laitue et également 

d’ ta li àu eàfo tio àh poth ti ueàpou àlaà gio àC-terminale de la CI des potyvirus.  

Pour éprouver cette théorie, nous avons suivi 2 axes de façon parallèle dans ce chapitre :à I à d’u e 

pa t,àl’effetàdesà utatio sàdeà o tou e e tàda sàlaàCI-Cter sur le mouvement du virus au sein des 

plantes résistantes mo1
1
 et mo1²  versus mo1

0
 a été évalué par étiquetage à la GFP des virus mutants 

o tou a tsàd’i t t,àpe etta tàleàsuiviàdeàl’e pa sio àdesàfo e sàd’i fe tio àsu àpla teàse si leà

et résistante ; II àd’aut eàpa t,àlaàpossi leài pli atio àdeàlaàCI-Cter dans le mouvement du virus et plus 

pa ti uli e e tàl’ad essageàau àplas odes esàpa àl’i te a tio àave àP N-PIPO a été examinée par 

observation de la localisation subcellulaire de la CI et de la CI-Cter, étiquetées avec la GFP, en 

présence de la protéine P3N-PIPO ouàdeàl’e se leàdesàpa te ai esàvi au .à 

 

I. Les mutations de contournement mises en évidence dans la CI-Cter du LMV sont-elles 

impliquées dans le mouvement du virus ? 

I.1 Mise au point du protocole expérimental  

 I.1.a Obtention des clones marqués à la GFP 

Lesà lo esà uta tsàd’i t tàs le tio sàe àvueàduàsuiviàduà ouve e tàdeà elluleààà elluleàso tàleà

LMV-0-A602V, LMV-0-A602V-G617S, LMV-0-S621T et le LMV-0-A602V-G617S-S621T. Ceux-ci sont 

tous dérivés du clone LMV-0-K ,à o te a tàl’áDN à o pletài fe tieux du LMV-0 cloné dans un  
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Figure 2.11 : Réactions de PCR chevauchantes réalisées pour le clonage de la région codant pour la 

GFP, entre les régions P1 et Hc-Pro dans le plasmide LMV-0k7.  

(A) Amplification par PCR de la région codant pour eGFP avec des amorces aux extrémités flottantes, 

P1-GFP et HC-GFP. (B) Amplification du vecteur LMV-0k7 lors de deux PCR « longue distance », 

alis esà ave à lesà ouplesà d’a o esà P ev/ pà età H f d/ à espe tive e t,à pe etta tà
d’o te i àdeu à f ag e tsà hevau ha tàauà iveauàdeà laàzo eà àdeàlaàs ue eàduàLMV-0-K7 (en 

violet sur la figure).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figure 2.2 : Assemblage des produits de PCR par recombinaison homologue chez la levure S. 

cerevisiae pour reco stituer u  clo e d’ADNc co plet de LMV e pri a t la GFP. 

  

LMV-0-

GFPclvHC 

LMV-0k7 

A B 

p35S 

tNOS 

K7 levure 

LMV-0k7-

GFP 

HCfwd 

P1rev 

9095m 

9095p 



   

97 

 

vecteur navette capable de se répliquer dans E. Coli comme dans S. cerevisiae etàd’ t eàe p i à hezà

la plante (promoteur 35S et terminateur NOS). Le clone ayant servi à la construction du LMV-0-K7 

comporte des mutations vis-à-vis de la séquence du LMV-0 publiée dans GenBank (Revers et al., 

1997, accession n° X97704.2), et par conséquent avec celle du LMV-0-GFPclvHC décrit par German-

Retana et al. (2003).àC’estàpou uoiàu à ouveauà lo eàdeàLMV-0 marqué à la GFP a également été 

généré : le LMV-0K7-GFP.  

L’i t odu tio àdeàlaàs ue eà oda tàpou àl’eGFPà(Siemering et al., 1996) entre les séquences P1 et 

HcPro est réalisée par recombinaison homologue chez la levure (cf matériel et méthode III.A). La 

séquence eGFP du LMV-0-GFP lvHCàestàa plifi eàpa àPC‘àààl’aideàd’a o es introduisant de part et 

d’aut eàduàp oduitàd’a plifi atio àdeà ou tesàs ue esàdeà à tàho ologuesààà ellesàdeàlaàfi àdeàlaà

P àetàduàd utàdeàH P o,àetàe ài t oduisa tàu àsiteàdeà livageà e o uàpa àlaàNIaàe àavalàdeàl’eGFP,à

conformément à ce décrit par German-Retana et al. (2003) (Figure 2.1). La région correspondant au 

vecteur de clonage est quant à elle amplifiée par 2 PCR divergentes au niveau de la jonction P1-HcPro 

et chevauchantes à leur autre extrémité (figure 2.1 et Tableau M.3). La recombinaison homologue 

est alors réalisée par co-t a sfo atio à deà esà à p oduitsà d’a plifi atio à da sà laà levu eà YPHà à

(Figure 2.2). Les plasmides ainsi obtenus ont été vérifiés par digestion enzymatique et séquençage de 

la région CI-Cter, puis inoculés par biolistique sur laitue sensible. 

 

I. . ààD te i atio àdeàlaàfe t eàdeàte psàpou àl’o se vatio àdesàfo e sàd’i fe tio  

 

Da sà l’opti ueà d’ ta li à u eà i ti ueà deà l’a oisse e tà desà fo e sà d’i fe tio ,à ilà aà t à hoisià

d’o se ve àlesditsàfo e sàààplusieu sàte psàap sài o ulatio .àPou àd te i e àlaàfe t eàd’ tudeàlaà

plus appropriée, les premières observations ont été réalisées tous les jours de 1 à 7 jours post-

inoculation (jpi), puis à 10jpi et 15jpi. Les observations faites à 1 jpi (12 et 24 heures post inoculation) 

et 2 jpi ont été réalisées à partir de portions de feuille prélevées, observées au microscope à 

épifluorescence. Elles visent à quantifier le nombre de cellules fluorescentes par foyer alors que les 

o se vatio sàsuiva tesào tà t à alis esàààl’aideàd’u eàloupeà i o ulai eà oupl eàààu eàla peàUVàetà

un filtre GFP (Excitation 450-490nm, Réception 500-550nm) dans leà utà d’esti e à laà su fa eà deà

ha ueà fo e à fluo es e tà àà l’aideàduà logi ielà d’a al seàd’i ageà I ageJ.àCesàde i esào se vatio sà

sont réalisées sur la feuille entière, sans la couper de la plante.  

 

Dans les figures 2.3 et 2.4 sont présentés les résultats deàl’u àdesàtestsàvisa tààà o pa e àlesàfo e sà

d’i fe tio à g sàpa à leà LMV-0k7-GFP et le LMV-0-S621T-GFP. Les histogrammes représentent la 

distribution à un temps précoce (12, 24 ou 48 hpi) des foyers observés selon le nombre de cellules 

fluorescentes qu’ilsà o tie e tà figu eà . .àLeàg aphi ueà ep se teàl’ volutio àdeàlaàsu fa eàdesà 
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Figure 2.3 : E e ple de co ptage à trois te ps précoces d’i fectio , du o re de cellules 
fluoresce tes par fo er d’i fectio   sur plante sensible (Salinas) ou résistantes (Salinas 88) 

Les feuilles de laitues sensibles et résistantes inoculées avec le LMV-0k7-GFP ou le LMV-0-S621T-GFP 

ont été observées au microscope à épifluorescence 12hpi, 24hpi et 48hpi. La proportion de foyers 

d’i fe tio à o te a tà ,à ààà ,à ààà à ouàd’ava tageàdeà ellulesà fluo es e tes,àaà t àesti e.àPou à
chaque combinaiso àvi us/ge ot peàdeàpla teà l’a eàdesào do esà i di ueàlaàp opo tio àdeà fo e sà
e t a tàda sà ha ueà at go ieàp is eàe àa s issesà depuisàlesàfo e sàu i ellulai esàjus u’au àfo e sà
possédant une centaine de cellules infectées). 

 

Figure 2.4 : Exemple d’o servatio  de la surface des fo ers d’i fection induits entre 3 et 15 jours 

post-inoculation 

Laà su fa eà desà fo e sà d’i fe tio à aà t à esurée à partir de photos prises sous lampe UV, au 

grossissement le plus adapté à chaque point de temps. Les données présentées ici correspondent à la 

moyenne des surfaces obtenues pour tous les foyers (30 foyers observés au minimum dans chaque 

cas). Le logi ielàd’i ageàutilis àestàI ageàJ.àáu-delààdeà jpi,àsu àpla teàse si le,àdesàfo e sàd’i fe tio à
individualisés ne sont plus observables. 
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foyers d’i fe tio àe àfo tio àduàte psà deà jpiààà 4jpi ,àpou àlesà uat eà o ditio sào se v esà figu eà

2.4). Il faut noter que nous ne pouvons pas maîtriser le nombre total de foyers induits par chaque 

vi usà eàsià l’i o ulu àaà t à ali àauàd pa t .àE àeffet ce nombre peut varier selon la quantité 

de blessures créées sur la feuille inoculée par frottement plus ou moins vigoureux ou par une 

h t og it à deà dist i utio à deà l’a asifà lo sà deà l’i o ulatio à a i ue.à Da sà leà asà desà

histogrammes, nous ne tenons donc pas compte du nombre total de foyers induits par chaque virus : 

il est représenté pour chaque condition (un virus donné, à un temps donné, sur un cultivar donné) la 

fraction de foyers correspondant à chaque catégorie (en fonction du nombre de cellules 

fluorescentes). On peut alors comparer les catégories majoritaires pour chaque cultivar infecté, en 

fonction du virus. Bien que celles-ci varient, les différences observées à ces temps précoces ne sont 

pas drastiques. Elles semblent indiquer néanmoins un possible retard de propagation du virus sur 

pla teà sista teà puis u’o à ’ à d o eà pasà deà fo e sà d’i fe tio à deà plusà deà à ellules.à Cesà

o se vatio sà àà desà te psà p o esà d’i fe tio à seà so tà av esà oûteusesà s a esà pa a tesà deà

i os opieà d’u eà du e de 4 heures nécessaires pour chaque observation) pour un gain 

d’i fo atio sàassezàfai leàpa à appo tààà ellesào te uesàlo sàdesào se vatio sàààlaàloupeà i o ulai e.à

Celles-ci étaient destinées principalement au dénombrement de foyers unicellulaires potentiellement 

plus nombreux sur plantes résistantes ; cependant ces foyers unicellulaires se sont avérés difficiles à 

d te te àetàààdis i i e àd’u eàsi pleà ose,à o t ai e e tàau à fo e sàplusà te dus.àái si,à ilàestà

apparu inutile de poursuivre ces observations précoces afin de se concentrer sur les calculs de 

su fa eà desà fo e sà d’i fe tio .à E à effet,à eu -ci ont donné des résultats reproductibles lors 

d’e p ie esài d pe da tes.àO ào se veàalo sà ueàl’ a tàe t eàlesàsu fa esàdesàfo e sàd’i fe tio à

s’a plifieà àà esu eà u’ilsà g a disse t,à ilà pa aità do à i t essa tà deà suiv eà esà fo e sà leà plusà

longtemps possible. Cependant, passé 10 jpi la fluorescence observée dans les foyers diminue ce qui 

e dàleu sà o tou sà oi sà ets.à“u àpla teàse si leàl’ valuatio àdeàlaàsu fa eàdesàfo e sàd’i fe tio à

au-delà de 7jpi fut rendue impossible par le nombre trop élevé de foyers, qui finissent par se 

ejoi d e,àalo sà ueàleà o eàdeà fo e sàd’i fe tio à ta lisàsu àlaitueà sista teàestà i va ia le e tà

moins élevé et se retrouvent très rarement en contact les uns avec les autres.  

Enfin, pour vérifier la capacité des virus mutés marqués à la GFP à contourner les résistances mo1, 

conformément à ce qui avait été décrit pour le LMV-E-GFPclvHC (German-Retana et al., 2003), les 

feuilles systémiques ont été observées après 20 jpi sous une lampe UV. Alors que des symptômes 

corrélés à la présence de fluorescence apparaissent dès 7 jpi sur les plantes sensibles Salinas, aucune 

fluorescence ne fut observée sur les plantes résistantes Salinas 88 lorsque celles-ci avaient été 

a ipul esà auà p ala leà afi à d’o se ve à lesà feuillesà i o ul es,à eà lo s ueà elles-ci étaient 

inoculées par le virus muté LMV-0-S621T-GFP. Cependant, lorsque les plantes étaient restées en  
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serre sans manipulation extérieure, on pouvait distinguer dès 20jpi de faibles « percées » 

fluo es e tes,àp ove a tàd’u eàvei u eàdeàlaàfeuilleà figu eà2.6).  

áfi àd’o te i àdesài agesàsatisfaisa tes,àu àte psàd’e positio àdeà4se àfutà essai eàlo sàdeàlaàp iseà

deà photos.à Lesà o ditio sà deà o t asteà età deà gai à ’o tà puà t eà sta da dis esà duà faità deà laà t opà

g a deàva iatio àd’i te sit àdeàfluo es e eàselo àlesàcas. En effet, comme précisé précédemment, 

lesà fo e sàd’i fe tio àpe de tàe à fluo es e eààà esu eà ueà laà feuilleàvieillit,à aisàdesàdiff e esà

d’i te sit àdeàfluo es e eào tà gale e tà t ào se v esàe t eàlesàvi usàetàlesà ultiva sàdeàlaitueàpou à

un même te psàd’i fe tio .àE àeffet,àlesàfo e sàd’i fe tio àseàd veloppa tàsu àpla teàse si leàmo10 

sont très fluorescents alors que ceux observés sur laitue résistante mo11 comme mo1² semblent 

l’ t eà oi s.àIlàfutàalo sài possi leàdeà o se ve àlesà esà glages de prise de vue pour toutes les 

observations. Pour un réglage adapté aux foyers sur plantes sensibles, certains foyers sur plante 

résistante sont à peine visibles et ne peuvent être analysés sous ImageJ car ils ne se différencient pas 

assez du bruit de fond. Pour un réglage adapté aux foyers sur plantes résistantes, certains foyers sur 

plantes sensibles apparaissent fortement surexposés, entrainant le risque de surestimer la surface 

desàfo e sàlo sàdeàl’a al seàd’i age.àà 

 I.1.c Design expérimental 

Suite à ces différents tests, nous avons pu établir une marche à suivre concernant ces expériences de 

suivi de mouvement de cellule à cellule. Cette démarche fût appliquée à toutes les expériences 

ultérieures, qui se sont avérées reproductibles.  

L’i o ulu àutilisé pour ces expériences provient donc de laitues Salinas au préalable inoculées par 

iolisti ueàave àlesàvi usà a u sàd’i t t.àCesài o ulaàso tà ali sàpa àELI“áàse i-quantitatif afin 

d’ uili e à lesà o e t atio sà desà vi us.à U eà pa tieà deà l’i o ulu à calibré est prélevée pour 

l’i o ulatio àdesàpla tesà sista tes,à l’aut eàestàdilu eàd’u à fa teu àdeu àafi àd’i o ule à lesàpla tesà

se si lesàe àli ita tàleà o eàdeàfo e sàafi àd’ vite à u’ilsà eàseà ejoig e tàt opàvite.àCha ueàvi usà

est inoculé sur 12 plantes sensibles et 24 plantes résistantes (mo11 ou mo1²) : 12 destinées à 

l’o se vatio à desà feuillesà i o ul esà età à desti esà àà l’o se vatio à desà feuillesà s st i ues.à Lesà

observations sont faites à la loupe binoculaire, à partir de 3 jpi, et tous les deux jou sà jus u’àà

o flue eà desà fo e sà d’i fe tio à e t eà à età  jpi). Pour chaque observation, deux feuilles 

inoculées prélevées sur deux plantes pour chaque condition sont observées à la loupe binoculaire, 

sous UV. Chaque foyer détecté sur ces feuilles està p isà e à photoà e à vueà d’u eà a al seà d’i ageà

ult ieu e,àave àu àte psàd’e positio àdeà4se .àLesà glagesàvisa tààà odifie àleàgai àouàleà o t asteà

des images sont modifiés le moins possible entre les cultivars et sont conservés pour un même 

cultivar.  
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Figure 2.5 : Suivi de la surface des fo ers d’i fectio  induits par  LMV-0k7-GFP et LMV-0-S621T-GFP  

sur laitue sensible (Salinas) et résistante (Salinas 88).  

Les résultats obtenus pour deux tests indépendants sont présentés ici. La surface des foyers 

d’i fe tio à aà t  mesurée à partir de photos prises sous lampe UV. Sont représentées sur les 

g aphi uesàlesà o e esàdesditesàsu fa es.àLeàlogi ielàd’i ageàutilis àestàI ageàJ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.6 : Photos illustra t l’évolutio  des fo ers d’i fectio  induits par LMV-0K7 et LMV-0-S621T 

de 3 à 10 jpi sur feuilles inoculées et à 20 jpi sur feuilles systémiques sur plante sensible (Salinas 

mo1°) et résistante (Salinas 88 mo1²)  
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Les feuilles systémiques des plantes résistantes sont ensuite observées à 20 jpi pour vérifier 

l’a se eàouàlaàp se eàdeàfluo es e eà espe tive e tàpou àlesàpla tesài o ul esàave àleàLMV-0k7-

GFP ou les virus mutés contournants.  

 

I.2 Résultats 

LMV-0k7-GFP vs LMV-0-S621T-GFP 

Laà o pa aiso àdesàfo e sàd’i fe tio àengendrés par les virus LMV-0k7-GFP et LMV-0-S621T-GFP sur 

plantes mo10 et mo1² a été entreprise lors de quatre expériences indépendantes (dont une avec un 

o eàt sà est ei tàdeàfo e sàd’i fe tio ,à o àp se t eài i, mais donnant des résultats similaires), 

do tà lesà deu à e p ie esà testsà a a tà pe isà deà d fi i à laà fe t eà d’o se vatio à ad uate.à Lesà

résultats de ces expériences sont présentés dans les figures 2.5 et 2.6. 

Laàsu fa eàdesà fo e sàd’i fe tio àp se tsàsu  une même feuille est variable, ce qui a donné lieu à 

l’ ta lisse e tàd’ a ts-type assez importants. Cependant, la comparaison des quatre combinaisons 

(virus/génotype de laitue) donne des résultats reproductibles : I) le LMV-0k7-GFP produit des foyers 

d’infection plus petits sur plante résistante mo1² que sur mo10, conformément aux observations de 

German-Retana et al. (2003) ; II) le LMV-0-S621T-GFPà p oduità luià aussià desà fo e sà d’i fe tio à plus 

petits sur plante résistante mo1² que sur mo10 ;àIII àGlo ale e t,àlesàfo e sàd’i fe tio ài duitsàpa àleà

LMV-0-S621T sur plante sensible sont plus petits que ceux induits par le LMV-0k7-GFP. Cette 

différence de surface observée fut confirmée statistiquement par un test de Student dès 5 jpi. Ces 

résultats semblent donc indiquer que la mutation de contournement S621T ne confère pas au virus 

u eàa lio atio àdeàso à ouve e tàdeà elluleààà elluleàe à o te teàdeà sista e.àL’ ta lisse e tà

d’u eài fe tio àe às stémie par ce virus a été vérifié par observation de fluorescence, couplée à de 

faibles symptômes, et par séquençage de la descendance virale dans les feuilles systémiques 

fluorescentes, confirmant que le LMV-0-S621T-GFP est contournant, comme le virus correspondant 

non marqué.  

Ainsi, bien que le mouvement de cellule à cellule soit toujours ralenti, le virus LMV-0-S621T-GFP a 

retrouvé sa capacité à atteindre les feuilles systémiques. Il semblerait donc que cette mutation ait un 

rôle dans le mouvement à longue distance du virus.  

  

LMV-0k7-GFP vs LMV-0-A602V-G617S-GFP 

Trois expé ie esà visa tà àà o pa e à lesà fo e sà d’i fe tio à engendrés par LMV-0k7-GFP et LMV-0-

A602V-G617S-GFP sur mo10 et mo1² o tà t à e esàdeà faço à i d pe da te.à“eulesàdeu àd’e t esà

elles sont pleinement exploitables puisque lors de la troisième expérience, les inoculations de LMV- 
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Figure 2.7 : Suivi de la surface des fo ers d’i fectio  induits par  LMV-0k7-GFP et LMV-0-A602V-

G617S-GFP  sur laitue sensible et résistante 

Les résultats obtenus pour deux tests indépendants sont présentés ici. La surface des foyers 

d’i fe tio à aà t à esu eà àà pa ti à deà photosà p isesà sousà la peà UV.à “o tà ep se t esà su à les 

g aphi uesàlesà o e esàdesditesàsu fa es.àLeàlogi ielàd’i ageàutilis àestàI ageàJ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.8 : Photos illustra t l’évolutio  des fo ers d’i fectio  induits par LMV-0K7 et LMV-0-

A602V-G617S-GFP-de 3 à 10 jpi sur feuilles inoculées et à 20 jpi sur feuilles systémiques 

0k7-GFP sur mo1
0
 0k7-GFP sur mo1

2
 A602V-G617S-GFP 

sur mo1
0
 

A602V-G617S-GFP 

sur mo1
2
 

0k7-GFP A602V-G617S-GFP 



   

105 

 

0k7-GFPà ’o tàpasàdo à lieuàààdesà fo e sàd’i fe tio .àái si,àpou àlaà t oisi eàexpérience, nous ne 

disposons que de la comparaison plante sensible/plante résistante pour le virus contournant LMV-0-

A602V-G617S-GFP. 

Malgré une variabilité intra-expérience importante, les résultats des 3 expériences tendent à 

nouveau vers la même conclusio à :à lesà fo e sàd’i fe tio àp ovo u sàpa à leàvi usà uta tsàso tàplusà

petits sur plante résistante que sur plante sensible (Figure 2.7 et 2.8). Ainsi, le mouvement de cellule 

àà elluleà ’està pasà estau à e à pla teà sista te,à alg à laà dou leà utatio à deà contournement. 

Cependant, il semblerait que pour un même cultivar, LMV-0-A602V-G617S-GFP et LMV-0k7-GFP se 

d pla e tà àà laà eà vitesseà puis u’au u eà diff e eà statisti ue e tà sig ifi ativeà ’aà puà t eà

décelée (Figure 2.7). Ceci indiquerait donc que LMV-0-A602V-G617S-GFP se déplacerait mieux de 

cellule à cellule que le simple mutant LMV-0-S621T, dont le mouvement était retardé vis-à-vis du 

vi usà atif.àCe iàse aitààà o fi e àpa àlaà alisatio àd’u eàe p ie eàsuppl e tai e,àai sià ueàpa àlaà

comparaison auà sei à d’u eà eà e p ie eà desà fo e sà i duitsà pa à LMV-0-S621T-GFP et LMV-0-

A602V-G617S-GFP.  

Pour ce double mutant également, une infection systémique a pu être détectée par observation de 

fluorescence corrélée à la présence de symptômes et séquençage de la descendance virale. Ainsi, le 

mouvement à longue distance du virus est également restauré par la double mutation A602V-G617S 

au sein de la CI du LMV.  

 

LMV-0k7-GFP vs LMV-0-A602V-G617S-S621T-GFP 

Sur les quatre expériences e es,à deu à d’e t eà ellesà eà sont pas exploitables, par manque de 

fo e sà d’i fe tio à o se va les.à ái si,à jeà eà p se teà i ià ueà lesà sultatsà o te usà pou à lesà à

expériences dont les résultats sont satisfaisants.    

A nouveau, les résultats (figures 2.9 et 2. ài di ue tàu eà aisseàdeàlaàsu fa eàdesàfo e sàd’i fe tio à

sur plantes résistantes, pour LMV-0k7-GFP comme pour LMV-0-A602V-G617S-S621T. Le triple 

uta tàestà a oi sà apa leàd’ ta li àu eài fe tio àfai leàe às st ie,àààl’i sta àdesàdeu àaut esà

virus contournants étudiés.  

 

Quel est le phé ot pe au sei  de laitues porta t l’all le mo11
 ?  

“ià leàph ot peàdeà l’i fe tio àpa à leà LMV-0-GFPclvHC a été étudié sur laitue sensible et sur laitue 

mo1²,à ousà eàdisposio sàd’au u eài fo atio à o e a tàl’ ta lisse e tàdeàfo e sàd’i fe tio àsu à

laitue mo11.à E à effet,à ilà està o u e tà ad isà ueà l’all leà deà sista eà mo1² est moins 

« stringent » que mo11 età u’ilà o f eàu eà tol a eà auà vi usà alo sà ueà l’all leàmo11 confère une 

résistance totale en systémie. En effet, au laboratoire des tests ELISA ont permis de détecter le LMV-

0 en faible quantité en systémie dans des plantes mo1², et de façon sporadique, ce qui ne fut jamais  
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Figure 2.9 : Suivi de la surface des foyers d’i fectio  induits par LMV-0k7-GFP et LMV-0-A602V-

G617S-S621T-GFP sur laitue sensible et résistante 

Les résultats obtenus pour deux tests indépendants sont présentés ici. La surface des foyers 

d’i fe tio à aà t à esu eà àà pa ti à deà photosà p isesà sousà la peà UV.à “o tà ep se t esà su à lesà
g aphi uesàlesà o e esàdesditesàsu fa es.àLeàlogi ielàd’i ageàutilis àestàI ageàJ. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.10 : Photos illustra t l’évolutio  des fo ers d’i fectio  induits par LMV-0K7 et LMV-0- 

A602V-G617S-S621T-GFP de 3 à 10 jpi sur feuilles inoculées et à 20 jpi sur feuilles systémiques
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le cas sur mo11. De plus, comme il a été indiqué précédemment, pour une même mutation de 

o tou e e t,à leà tau àd’i fe tio àestàplusà i po ta tà su àpla teàmo1² que mo11 (voir chapitre 1). 

Cependant, des expériences antérieures, visant à exprimer via le virus LMV-0 une copie non mutée 

du gène eIF4E deà laitueào tàpe isàdeà estau e àlaà apa it àd’i dui eàu eà i fe tio às st i ueàsu à

plante résistante mo11 et mo1² (German-Retana et al., 2008a). Ces données indiquent que même en 

contexte de résistance mo11, le génome du LMV-0 est traduit et se réplique, de sorte à exprimer la 

p ot i eàeIF4Eà o f a tàlaàse si ilit .àCepe da t,àau u eàdo eà eàpe ettaitàd’ ta li àsiàleàLMV-0 

taità gale e tà apa leà d’ ta li à desà fo e sà ulti ellulai esà su à mo11.à Cetteà uestio à futà l’o jetà

d’u eàe p ie eàvisa tààà o pa e àlesàfo e sàd’i fe tio ài duitsàpa àLMV-0k7-GFP et LMV-0-A602V-

G617S-GFP sur mo10 et mo11.  

Les résultats présentés ici (Figure 2.11) démontrent clairement que le LMV- àestà apa leàd’ ta li àdesà

fo e sàd’i fe tio à ulti ellulai esàsu àpla teàse si leà o eàsu àpla teàmo11, malgré un retard de 

mouvement sur cette dernière. De même, le LMV-0-A602V-G617S-GFP semble toujours ralenti dans 

lesàpla tesà sista tesà aisàestà apa leàd’ ta li àu eài fe tio às st i ue.à 

Bien que ces résultats soient préliminaires, ceux-ci vont dans le même sens que ceux obtenus sur 

plante résistante mo1², ce qui porte à croi eà ueàlesàdeu àall lesàdeà sista e,à ie à u’i duisa tàu à

phénotype de résistance au LMV-0 différent, reposent tous deux sur le blocage du mouvement 

systémique du virus. Des expériences supplémentaires furent entreprises, afin de comparer au sein 

d’u eàmême expérience, deux virus contournants et le LMV-0k7-GFP sur les trois cultivars de laitue. 

Celle-ci aurait permis de déterminer si le ralentissement du mouvement de cellule à cellule est plus 

important sur plantes mo11 que mo1², infligeant un niveau de résistance supplémentaire. 

Malheu euse e t,à lesà o ditio sàdeà ultu esà eàfu e tàpasàp opi esàààl’ ta lisse e tàd’u à o eà

suffisant de foyers pour fournir des données exploitables sur le plan statistique. Les images obtenues 

pou à lesà fo e sàd’i fe tio à induits par LMV-0k7-GFP, LMV-S621T-GFP et LMV-A602V-G617S-S621T-

GFPàlo sàd’u eà eàe p ie e,ào tàtoutàdeà eà t àa al s esàetàse le tà ett eàe à vide eà

un ralentissement du mouvement de cellule à cellule plus important sur laitues mo11 que sur mo1². 

Cesàe p ie esà ite aie tàdo àd’ t eà it esàda sàleà utàdeà o fi e à eà sultat.à 

 

La résistance au LMV conférée par eIF4E chez la laitue bloquerait, en particulier, le mouvement à 

longue distance du virus 

Les différentes expériences menées précédemment conduisent toutes à la même conclusion : la 

résistance conférée par eIF4E chez la laitue (mo1) reposerait à la fois sur le ralentissement du 

mouvement de cellule à cellule et sur le blocage du mouvement à longue distance du virus. En outre, 

les variatio sà d’i te sit à deà fluo es e eà o se v esà ai sià ueà laà di i utio à duà o eà deà fo e sà

établis sur plante résistante semblent indiquer que la réplication du virus serait elle aussi diminuée  
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Figure 2.11 : Suivi de la surface des fo ers d’i fectio  induits par de LMV-0k7-GFP et LMV-0-A602V-

G617S-GFP sur laitue sensible (Salinas) et résistante mo11 
(Mantilia) 
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o e esào te uesàso tà epo t esàe ào do es.àLeàlogi ielàd’a al seàd’i ageàutilis àestàI ageàJ. 
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dans les laitues résistantes, bien que ceci ne repose que sur des considérations non chiffrées et 

demanderait confirmation.  

Nousàavo sàd o t àda sàleàp e ie à hapit eà ueàl’a uisitio àdeà utatio sàda sàlaàCI-Cter du LMV 

permet le contournement partiel de ladite résistance mo1 et dans cette étude nous démontrons en 

outre que ces mutations de contourne e tà ’a lio e tàpasà leà ouve e tàdeà elluleààà elluleà ià

semble-t-il la réplication) du virus mais restaurent son mouvement à longue distance. Ces mutations 

eàpe ett aie tàdo àdeà o tou e à u’u àseulàdesà lo agesà i pos sàpa àlaà sista eàmo1. Ceci 

pourrait expliquer le fait que le contournement observé ne soit que partiel. Ainsi, les LMV mutants 

eàso tàpasà apa lesàd’attei d eàlesàfeuillesàs st i uesàààtoutesàlesào asio sàpuis ueàpou à elaàilà

fautà ueà lesà a esà fo e sàd’i fe tio à ta lisà puisse t rejoindre une nervure avant que la feuille en 

uestio à ’e t eà e à s es e e.à Ce ià està d’auta tà plusà o pli u à ueà leu à ouve e tà età leu à

réplication semblent limités. Pour éprouver cette théorie, une étude de la corrélation entre le 

nombre de foyers établis par feuille et le taux de contournement observé devrait être menée sur 

laitues mo11 et mo1². 

 

II. La région C-terminale de la CI du LMV, qui porte les déterminants de virulence vis-à-vis 

des résistances mo1, participe-t-elle au recrutement de la protéine au niveau des 

plasmodesmes ? 

II.1 Les régions N-terminales et C-terminales de la CI sont impliquées dans le mouvement du virus 

Les expériences de génétique inverse menées par Carrington et al. (1998) ont montré que des 

mutations dans la CI-Nter ou dans la CI-Cter perturbaient le mouvement de cellule à cellule ou à 

longue distance du virus. Par la suite, il fut démontré que la région N-ter en question et plus 

particulièrement les acides aminés dont la mutation bloquait le mouvement de cellule à cellule du 

virus (DD3,4 et KK101,102) taie tà i pli u sà da sà l’auto-interaction de la CI et que les mutants 

obtenus étaient alors incapables de former des inclusions cylindriques (Gómez de Cedrón et al., 

2006). Plus tard il a été montré que la protéine CI DD3,4 était en revanche toujours capable 

d’i te agi àave àlaàp ot i eàP N-PIPO (Wei et al., 2010b). La région N-terminale de la CI ne semblerait 

do àpasài pli u eàda sàl’i te a tio àdeàlaàp ot i eàave àP N-PIPO.  

La protéine P3N-PIPO quant à elle est aussi directement impliquée dans le mouvement du virus (Wen 

and Hajimorad, 2010) puis ueàl’i t odu tio àdeà utatio sà“TOPàda sàleà ad eàdeàle tu eàdeàlaàPIPOà

du SMVà eàpe tu eàpasàlaà pli atio à aisà est ei tàfo te e tàleà ouve e tàduàvi us,àsa sàl’a oli .à

Il est probable que cette implication soit liée à son interaction avec la CI, puisque P3N-PIPO 

permettrait le recrutement des inclusions de CI au niveau des plasmodesmes (Wei et al., 2010b). 

D’ap sàlesà centes données apportées par Zilian et Maiss (2011), les interactions CI-CI et CI-CP du  
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PPV ont elles aussi lieu au niveau de quelques « points » proches de la membrane, possiblement des 

plasmodesmes, ie à u’au u à a ueu à desà plas odes esà ’aità t à utilis à da sà etteà tude.à

Pa all le e t,à l’i te a tio à e t eà laà CIà età P N-PIPO se fait au niveau de nombreux « points » à 

proximité de la membrane d’ap sà lesà o se vatio sà alis esà auà i os opeà o fo al.à Ceci 

suggèreraità ueàl’i te a tio àCI-P3N-PIPO, ne soit pas essentielle au recrutement aux plasmodesmes 

de la CI, mais améliore fortement celui-ci. Enfin, le recrutement de la P3N-PIPO est quant à lui 

d pe da tàdeà l’i te a tio àdeà etteàp ot i eà ave à laàp ot i eàdeà l’hôte PCaP1 (Vijayapalani et al., 

2012), e àl’a se eàdeàlaquelle le mouvement du TuMV est drastiquement réduit. 

Ainsi, le domaine par lequel la CI interagit avec P3N-PIPO doit jouer un rôle clé dans le mouvement 

du virus mais celui- ià ’aà pasà e o eà t à isà e à vide e.à Nousà avo sà isà l’h poth seà ueà

l’i te a tio à puisseà avoi à lieuà auà iveauà deà laà CI-Cter. Nous avons testé cette hypothèse via des 

e p ie esàdeàlo alisatio àsu ellulai eàdesàdiff e tsàpa te ai es.àIlàs’agitàdeàlaàCI,àlaàCI-Cter et de la 

P3N-PIPO du LMV, taggués avec la GFP ou la RFP et exprimés transitoirement chez N. Benthamiana 

par agroinfiltration.  

Cesà e p ie esà o tà t à alis esà ave à l’appuià deà Mo ikaà Fe u -Moura (étudiante en thèse de 

l’U ive sit àdeàBotu atu,àB sil àetàd’á aïsàPita hà stageàdeàfi àd’ tudeàMo tpellie à“upág o .à 

 

II. àO te tio àdesàve teu sà i ai esàpe etta tàl’e p essio àt a sitoi eàin planta des protéines CI, CI-

Cter et P3N-PIPO du LMV 

Au préalable de la thèse, la région codante de la CI du LMV avaient été clonée au sein du vecteur 

d’e t eàGate a àpDON‘à ,àave àouàsa sà odo à“TOP,àetà elleàdeàlaàCI-Cter avec codon stop avait 

été clonée dans le vecteur pENTR. La séquence CI-Cter sans codon STOP fut clonée dans le vecteur 

pENTR par Marie-Christine Houvenaghel en janvier 2013 et la région codante de la P3N-PIPO le fut 

lors de la venue de Monika,à ave à l’assista eà d’Eliseà Thali eauà Maste à à BBP,à U ive sit à deà

Bordeaux).  

Cette protéine résulta tàd’u àd alageàduà ad eàouve tàdeàle tu eàlo sàdeàlaàt adu tio àdeàlaàp ot i eà

P3, le clonage de celle- ià essitaità l’ajoutàd’u à u l otideàafi àdeà e e à eàd alage.àIlàs’agissaità

d’i t odui eà u eà ád i eà e à positio à 4 à deà laà s ue eà P .à Ce i a été réalisé par deux PCR 

mutagène chevauchantes au niveau de la mutation à introduire (Matériel et Méthode III.G), 

pe etta tàd’a plifie àd’u eàpa tà laà gio à oda tàpou à laàP -Nte àetàd’aut eàpa tà laàpa tieà oda tà

pour PIPO.  

Les six constructions ont été obtenues : deux possédant la séquence codante de P3N-PIPO fusionnée 

en N-ter ou C-ter avec la RFP (vecteurs pB7WGF2 et pB7FWG2), deux avec la séquence CI entière 

fusionnée en N-ter ou Cter avec la GFP (vecteurs pGWB706 et pGWB705) et deux avec la séquence  
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CI-Cter fusionnée en N-ter ou Cter avec la GFP également. Ces vecteurs recombinants ont été vérifiés 

pa à s ue çageàda sà laà gio àdeà e o i aiso àe t eà laà s ue eàd’i t tà età leà ve teu àafi à deà

s’assu e à ueàleà ad eàdeàle tu eà ’aitàpasà t àd al àpa àu à v e e tàd’i se tio àouàdeàd l tio .à 

Aucune mutation ne fut détectée pour les vecteurs contenant la P3N-PIPO, en revanche, dans la 

construction permettant une fusion en C-ter de la GFP avec la CI entière, une mutation fut décelée. Il 

s’agitàd’u eàd l tio àd’u eàáde i eàda sàlaàzo eàdeà e o i aiso ,à o duisa tàauàd alageàduà ad eà

de lecture, et donc à la non traduction de la GFP. De façon très singulière, une autre mutation fut 

décelée dans la même région, mais au niveau de la séquence du vecteur, dans le vecteur pENTR CI-

Cter sans codon stop. Ces mutations se trouvent donc dans la région correspondant aux amorces 

utilisées pour le clonage de ces séquences. La séquence desdites amorces a été vérifiée et elles ne 

poss de tàpasàl’u eàouàl’aut eàde ces mutations. En outre, les clonages de la CI entière et de la CI-

Cte à ’o tà pasà t à alis sà auà eà o e tà età leà ve teu à utilis à ’està pasà leà eà pDON‘à vsà

pENTR).  

Le clonage de la CI-Cter sans codon STOP dans le vecteur pENTR fut entrepris à nouveau et permis 

l’o te tio àd’u à ouveauàve teu à« valide ». Le clonage de la CI entière dans le vecteur pDONR ayant 

t àt sàla o ieu àlo sàdeàlaàth seàd’á asàá dul-razzak, plutôt que de repasser par cette étape nous 

avons choisi de réaliser une mutagénèse dirigée sur le pDONR-CI-“TOPàààl’e d oitàdeàlaà utatio àafi à

de rétablir le bon cadre de lecture. Pour cela, nous avons utilisé le kit QuickChange® II Site-directed 

Mutagenesis (Agilent) (Matériel  et Méthodes III.E). Les amorces mutagènes ont été désignées de 

sorte à ré-introduire cette Adenine au sein de la suite de Thymine que présente la séquence et à 

introduire un site de coupure BamH1 pour faciliter le criblage des plasmides. Suite à cette 

mutagénèse, nous avons obtenu très peu de colonies (12) et les plas idesàdeàsi àd’e t eàellesào tà t à

e t aitsà:àpou àu àseulàdeà esàplas idesàleàp ofilàdeàdigestio ài di uaitàl’i se tio àduàsiteàdeà oupu eà

BamH1. Lorsque celui- iàaà t às ue àda sàlaà gio àd’i t tà ousàavo sàpuà ote àlaàpe sista eà

de la délétion p se teà da sà leà plas ideà d’o igi e,à alo sà ueà laà utag seà aà euà lieu,à duà faità deà

l’i se tio àduàsiteàdeà oupu eàBamH1. Par manque de temps, ces tentatives de mutagénèse ne furent 

pasàpou suiviesàetàpou à etteà aiso ,à ousà ’avo sàpuào se ve à ueàlaàCIàentière fusionnée en N-ter 

avec la GFP.        

 

II.3 Relocalisation de la CI du LMV en présence de la protéine P3N-PIPO seule ou en contexte 

d’i fe tio àvi ale 

D’ap sàlesàt avau àdeà l’ uipeàd’ái i gàWa gà (Wei et al., 2010b), la co-expression de la P3N-PIPO 

du TuMV avec la CI du même virus entraîne la relocalisation de cette dernière au niveau des 

plasmodesmes. Nous avons donc souhaité dans un premier temps reproduire ce résultat avec les  

protéines de LMV en expression transitoire chez N. Benthamiana et dans la laitue (dans un contexte  
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Figure 2.12 : Localisations subcelulaires de la CI et de la CI-Cter du LMV fusionnées à la GFP 

La CI entière est étiquetée à son extrémité N-terminale avec la GFP et a été observée dans des 

cellules épidermiques de N. benthamiana et de laitue Trocadéro. La CI-Cter est étiquetée à son 

extrémité N-terminale ou C-terminales à la GFP et a été observée dans des cellules épidermiques de 

N. benthamiana. Les observations sont faites à 48 hpa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.13 : Localisation subcellulaire de la protéine P3N-PIPO étiquetée en N-ter et C-ter avec la 

GFP 

Observations 48h après agroinfiltration de feuilles de N. benthamiana. 

  

31,35 µm 

55,88 µm 

50,54 µm 

41,16 µm 

GFP-CI-Cter Bentha CI-Cter-GFP Bentha 

27,3 µm 54,42 µm 

RFP-P3N-PIPO P3N-PIPO-RFP 

GFP-CI Bentha GFP-CI Laitue 
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de sensibilité ou de résistance). Nous avons également suivi quelle était la localisation de la CI en 

o ditio àd’i fe tion virale et donc en présence de tous les partenaires viraux.  

Pour cela, des plantes saines ont été co-agroinfiltrées avec le vecteur GFP-CI et le vecteur P3N-PIPO-

RFP ou RFP-P3N-PIPO. Plusieurs ratios ont été testés pour ces co-agroinfiltrations : un ratio de 1:1 

CI:PIPO àda sàu àp e ie àte psàpuisàu à atioàdeà : ,à o fo e tààà eà uiàaà t àfaitàda sàl’a ti leà

de référence.  

Nos observations indiquent que la GFP-CI tout comme la CI-Cter exprimée seule est localisée 

principalement dans le cytoplasme des cellules épidermiques transformées, mais également dans le 

noyau de celles-ci (Figure 2.12). La protéine P3N-PIPO-RFP ou RFP-P3N-PIPO semble présenter la 

même localisation (Figure 2.13), ce qui est en contradiction avec les résultats de Wei et al. (2010) qui 

situent la P3N-PIPO du TuMV essentiellement au niveau de la membrane plasmique. De même, 

lorsque ces deux protéines sont exprimées simultanément dans une même cellule, aucune 

relocalisation de la GFP-CIà ’estào se v e,à uel ueàsoitàleà atioàutilis à Figu eà . 4 .àIlàestààà ote à ueà

lors des co-agroinfiltrations peu de cellules exprimant les deux protéines ont pu être observées, 

probablement du fait de la faible efficacité de transformation par les agrobactéries. 

ái si,à ousà ’avo sàpas reproduit les résultats précédemment obtenus pour les protéines du TuMV. 

Nousàavio sà o ta t àái i gàWa gà uià ousàaàe vo àlesàplas idesàpe etta tàl’ag oi filtration de 

la P3N-PIPO fusionnée à la GFP et la CI fusionnée à la RFP, afin que ces constructions nous tiennent 

lieuàdeà o t ôleàpositif.àMalheu euse e t,àlaàCIàfusio eàààlaà‘FPà ’aàpasàpuà t eào se v eàlo sàduà

test que nous avons réalisé. Malgré tout, nous avons pu observer à plusieurs occasions la P3N-PIPO-

GFP du TuMV seule et remarquer que la localisation de celle-ci dans nos expériences est 

toplas i ueà plutôtà u’asso i eà àà laà e a e.à Ilà està do à possi leà ueà I à osà o ditio sà

expérimentales soie tà diff e tesà deà ellesà adopt esà pa à l’ uipeà d’ái i gà Wa gà lo sà deà leu sà

o se vatio sàouàII à ueàlaà elo alisatio àdeàlaàCIàduàLMVà essiteàd’aut esàfa teu sàvi au àpou àavoi à

lieu. 

Nousàavo sàdo à gale e tàd id àd’o se ve àlaàlo alisatio àsu ellulaire de la GFP-CI ou de la P3N-

PIPO fusionnée à la RFP en condition de plante infectée. Pour cela, nous disposions du LMV-0k7-GFP 

précédemment évoqué et du LMV-0k7-Mcherry, généré lors de cette thèse selon la même stratégie 

visant à insérer la séquence de la Mcherry (excitation : 587nm, émission : 610nm) entre les 

séquences P1 et HC-Pro (Matériel et Méthodes III.A .à L’ag oi filt atio à deà laà GFP-CI a donc été 

réalisée dans des N. benthamiana au préalable inoculées avec le LMV-0k7-Mcherry tandis que les 

constructions P3N-PIPO ont été agroinfiltrées dans des plantes inoculées par du LMV-0k7-GFP (20 

jpi). Seules sont observées les cellules dans lesquelles les 2 signaux de fluorescence sont détectables, 

à 48h après agroinfiltration. Grâce à 5 expériences indépendantes et reproductibles, nous avons 

o se v à ueàlaàCIàduàLMVàestàà elo alis eàauà iveauàdesàplas odes esàlo sàdeàl’i fe tio àvi aleà 
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Figure 2.14 : Localisation subcellulaire de P3N-PIPO-RFP en présence de GFP-CI ou au sei  d’u e 
cellule infectée par le LMV-0K7-GFP 

La fluorescence observée est émise par la construction dont le nom est souligné pour chaque photo. 

Les observations sont faites 48 hpa.  

 

  

P3N-PIPO-RFP + GFP-CI P3N-PIPO-RFP + GFP-CI 

P3N-PIPO-RFP + LMV-GFP P3N-PIPO-RFP + LMV-GFP 

28,05 µm 28,05 µm 

30,73 µm 30,73 µm 

GFP-CI + LMV-Mcherry GFP-CI + LMV-Mcherry 
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Figu eà . .àCe iàaà t à o fi àpa à a uageàdesà feuillesào se v esààà l’a ili eà lue,à etta tàe à

évidence les dépôts de callose importants au niveau des plasmodesmes. En revanche, aucune 

relocalisation de la protéine P3N-PIPOà eà futào se v eàe à o te teàd’i fe tio àpa à leà LMV-0k7GFP 

(Figure 2.14). Il est à noter que la GFP exprimée sous forme libre par ce dernier, ou agroinfiltrée seule 

e àta tà ueà o t ôleàda sàdesà ellulesài fe t esà ’adopteàpasà etteàlo alisatio àplas odes ale. 

Toutes ces observations ont été faites sur des feuilles infectées en systémie par le virus, 

généralement les feuilles 3 et 4 en partant de la plus jeune. Les différentes observations rapportant 

l’ ta lisse e tà au à plas odes esà desà st u tu esà o i uesà deàCIà (Lawson et al., 1971; Calder and 

Ingerfeld, 1990; Langenberg, 1993; Rodríguez-Cerezo et al., 1997; Roberts et al., 1998) ont été 

réaliséesà àà desà te psà p o esà d’i fe tio ,à voi eà di e te e tà auà f o tà d’i fe tio ,à auà sei à desà

o ga esài o ul s.àC’estàpou uoià ousàavo sàessa àdeà ousàpla e à gale e tàauàf o tàd’i fe tio ,à

e à alisa tà si ulta e tà l’i o ulatio à a i ueà età l’ag oi filt ation sur les feuilles de N. 

benthamiana.àLesào se vatio sào tà t àfaitesà4 hàap sàl’i o ulatio à aisàau u eài fo atio à ’aàpuà

être extraite de celles- i,àduàfaitàduà o eài po ta tàdeà osesà aus esàààlaàfoisàpa àl’i o ulatio à

a i ueàetàpa àl’i filt ation. Il apparaît donc que le meilleur moyen de visualiser la CI et la PIPO au 

f o tàd’i fe tio àsoitàleu àe p essio àvia le virus.  

Nous avons enfin souhaité étudier ce phénomène de relocalisation au sein de cellules de laitues afin, 

ààte e,àdeàpouvoi àa al se à l’effetàdesà utatio sàduàg eàmo1 sur celle-ci par agroinfiltration de 

laituesà se si lesà età sista tes.à Lesà o ditio sà d’ag oinfiltration pour la laitue varient de celles 

employées pour la transformation des plants de benthamiana, aussi une optimisation du processus 

fut nécessaire. A ce jour, nous avons pu visualiser la GFP-CI dans les laitues saines, où sa localisation 

demeure toplas i ueàetà u l ai e.àCepe da t,à ousà ’avo sàpasàpuào se ve àlaàlo alisatio àdeàlaà

CI en condition infectée puisque les agroinfiltrations sont optimales sur plantes très jeunes, or les 

pla tesài fe t esàso tà essai e e tàplusàvieillesàpuis u’elles ne sont agroinfiltrables que 10 jours 

ap sàl’i o ulatio . 

 

II.4 Résultats préliminaires : relocalisation de la CI-Cte àe à o ditio sàd’i fe tio  

áfi àdeàd te i e àsià l’i te a tio àave à laàP N-PIPO et la relocalisation de la CI aux plasmodesmes 

reposent sur la région CI-Cte ,àlesà esàe p ie esàdeà elo alisatio àe à o ditio sàd’i fe tio ào tà

été réalisées avec la CI-Cter du LMV fusionnée en Nter ou en Cter avec la GFP. 

Lesà sultatsàp se t sài iàso tàt sàp li i ai esàpuis u’ilsào tà t ào se v sàààune seule occasion. De 

plus,à l’effi a it à deà t a sfo atio à lo sà deà esà ag oi filt atio sà està appa ueà assezà faible puisque 

seules de petits ilôts de cellules, voire des cellules isolées exprimaient la construction GFP. 
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Figure 2.15 : Localisation de la GFP-CI dans des cellules de N. benthamiana infectées par du LMV-

0K7-Mcherry 

Lesàplas odes esàso tà a u sàpa àajoutàd’a ili eà lueà e  rouge sur la photo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 2.16 : Localisation de la CI-Cter-GFP dans des cellules de N. benthamiana infectées au 

préalable par LMV-0K7-Mcherry 

Les photos ont été prises de manière séquentielle pour éviter la visualisation dans le canal 

« Mcherry » de signaux de fluorescence liée à la GFP qui est très forte à certains endroits.  

GFP-CI + LMV-Mcherry GFP-CI + LMV-Mcherry 

GFP-CI + LMV-Mcherry Aniline blue 19,44 µm 

27,8 µm 27,8 µm 
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Cependant, lors de cette expérience, la CI-Cter-GFP et la GFP-CI-Cter ont toutes deux été observées 

au sein de « spots » situés le long de la membrane (Figure 2.16). Bien que ce profil soit très similaire à 

eluiào te uàlo sàdeàl’ad essageàau àplas odes es,à ousà eàpouvo sà o lu eà lai e e tà u’ilàs’agità

desàplas odes esàpuis ueàleà a uageàààl’a ili eà lueà ’aàpasàpuà t eàeffe tu  : du fait de la très 

fai leàde sit àdeà ellulesàt a sfo es,à ousà ’avo sàpasàpuào se ve àdeà ellulesàt a sfo esàa a tà

également intégré le marquage aniline blue. 

Il apparaît donc très important de reproduire ces résultats, avec une meilleure efficacité de 

transformation, puisque ceux-ci pourraient mettre en évidence le rôle de la CI-Cte àda sàl’i te a tio à

de la protéine avec PIPO.    

 

II.5 Le Western Blot : mise au point laborieuse 

Pou àtouteàe p ie eàd’e p essio àt a sitoi eà hezàlaàpla teàd’u eàp otéine étiquetée, la validation 

desà o se vatio sà alis esà e à o fo alà essiteà laà v ifi atio à deà l’e p essio à deà laà p ot i eà deà

fusio .àPlusàpa ti uli e e t,àilàestà essai eàdeàs’assu e à ueàleàfluo opho eàfusio àààlaàp ot i eà

’estàpasà liv àult ieu e e tàda sàlaà elluleàv g tale,àdo a tàlieuàààl’o se vatio àdeàlaàlo alisatio à

sub- ellulai eàduàfluo opho eàouàdeàp oduitsàdeàd g adatio àetà o àplusàdeàlaàp ot i eàd’i t t.à 

Nousà ’avo sàpasàd og ààà laà gleàetàavo sàdo àe t ep isàs st ati ue e t à partir des feuilles 

observées une extraction des protéines totales que nous avons soumises à une électrophorèse SDS-

PáGEàsuivieàd’u àWeste à lot. 

Dans un premier temps, les morceaux de feuille déposés entre lame et lamelle ont été récupérés et 

broyés dans 200µl de tampon LOB 5X (Loading Buffer, Matériel et Méthodes VI.C). Le broyat ainsi 

obtenu a été clarifié par centrifugation, chauffé à 95°C pendant 5 min, puis déposé sur gel 

d’a la ide.àáp sà ig atio ,àlesàp ot i esào tà t àt a sf esàsu à e a e de nitrocellulose puis 

révélées par Western Blot. Plusieurs anticorps primaires ont été utilisés : un anticorps anti-CI-Cter 

(dirigé contre cette protéine exprimée en système E. coli) disponible au laboratoire (nous ne 

disposo sà pasà d’a ti o psà a ti-CI entière) et un anticorps anti-GFP commercial. L’a ti o psà

secondaire utilisé était couplé à la peroxydase, permettant une révélation colorimétrique des 

protéines. Les westerns blots ainsi obtenus ne révélaient aucune bande lorsque nous utilisions 

l’a ti o ps anti-CI,àetàu eà a deàasp ifi ueàave àl’a ti o psàa ti-GFP : cette bande était également 

présente dans les feuilles non infiltrées.  

Da sà l’opti ueà deà o e t e à leà o te uà p ot i ueà ava tà d’effe tue à l’ le t opho se,à lesà feuillesà

entières ont été prélevées, et non plus les morceaux observés au microscope confocal. Celles-ci ont 

t à o esà àà se à da sà l’azoteà li uideà jus u’àà o te tio à d’u eà poud eà uià aà t à pa à laà suiteà

esuspe dueà da sà u à ta po à d’e t a tio à desà p ot i esà Matériel et Méthodes VI.C). La solution 

ainsi obtenue a été clarifiée par centrifugation puis le surnageant a été récupéré et mélangé au  
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Figure 2.17 : E e ple de résultats o te us e  Wester  Blot avec l’a ticorps A ti-GFP TP401 

Le marqueur de taille utilisé est le Page Ruler (ThermoScientific). Nbs et Nbi signifient N. 

benthamiana sain et infecté avec le LMV-0K7-GFP. Les constructions sont numérotées de 1 à 5 : 1) 

GFP-CI en condition saine, 2) GFP-CIàe à o ditio àd’i fe tio ,à àGFP-CI-Cte àe à o ditio àd’i fe tio ,à
4) RFP-VPg + GFP-CI, 5) VPg-RFP + GFP-CI.  

Les tailles attendues sont les suivantes : GFP libre = 27 kDa ; CI fusionnée à la GFP = 100 kDa ; CI Cter 

fusionnée à la GFP = 60 kDa ; CI = 71,63 kDa ; CI-Cter = 30,28 kDa. 
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ta po àLOBàadditio àdeàβ- e apto tha ol.àáp sàd atu atio ààà °Càpe da tà i ,à l’e t aità

protéique a été déposé sur gel de polyacrylamide. Après migration et transfert des protéines sur 

membrane de nitrocellulose, celles- iào tà t à v l esààà ouveauàave àl’a ti o psàa ti-GFP pour les 

constructions CI et avec un anticorps commercial anti-RFP pour les constructions PIPO, puis par 

l’a ti o psà se o dai eà li à àà laà pe o dase.à Laà v latio à etteà fois- ià ’aà pasà t à alis eà pa à u à

procédé colorimétrique mais par chimioluminescence (Matériel et Méthodes VI.C), ce qui permet 

une sensibilité accrue.  

Malgré esàa lio atio sàduàp oto ole,à ousà ’avo sàpasàpuàd te te à lesàp ot i esàdeà fusio àalo sà

que la GFP libre fut détectée dans des extraits de plante infectée avec le LMV-0k7-GFP ou 

agroinfiltrées avec une construction GFP seule (Figure 2.17). Ainsi, pour rendre possible la détection 

desàp ot i esàilàestà essai eàd’a lio e àlaàt a sfo atio àdesà ellulesàv g talesàpou àaug e te à

l’e p essio àdesàp ot i esà e o i a tes.àDa sà eà ut,à deà ouvellesà sou hesàd’ag o a t iesà so tà

actuellement transformées avec lesàplas idesàd’i t t. 

 

II.6 La région C-terminale de la CI du LMV participerait au mouvement du virus en permettant 

l’i te a tio àCI-PIPO          

Lors de nos observations de la localisation subcellulaire des protéines CI et P3N-PIPO du LMV, nous 

avons pu démontrer de façon reproductible que la CI exprimée seule se situe dans le cytoplasme et 

leà o auà desà ellulesà alo sà u’elleà està elo alis eà auà iveauà desà plas odes esà lo sà deà l’i fe tio à

vi ale.àCetteà elo alisatio à ’aàpasà t ào se v eàe àp se eàu iquement de la P3N-PIPO que nous 

avons clonée. Plusieurs explications à ce constat sont envisageables : I) dans le cas du LMV, la 

protéine P3N-PIPOàààelleàseuleà ’estàpasàsuffisa teàààlaà elo alisatio ,à eà a is eà ta tàd pe da tà

d’u à aut eà fa teu à vi al, II à lesà o ditio sà d’ag oi filt atio à ueà ousà avo sà adopt esà eà so tà pasà

optimales pour observer une relocalisation, par exemple la fusion en N-terminal de la GFP à la CI 

peut empêcher celle- i,àouàleàtau àd’e p essio àdeàl’u eàouàl’aut eàdesàp ot i esà ’estàpasàad uat,à

III) la séquence P3N-PIPO que nous avons clonée ne donnerait pas naissance à une PIPO 

fo tio elle,à l’i t odu tio à duà d alageà duà ad eà deà le tu eà eposa tà su à desà do esà

bibliographiques, des prédictions bioinformatiques et non expérimentales. Concernant ce dernier 

point, notre stratégie de clonage a été validée après discussion avec A. Miller, le co-auteur 

découvreur de PIPO (voir Annexe 3).    

Leà sultatà leàplusà i t essa tà età leàplusàp li i ai eàdeà etteà tudeà eposeà su à l’o se vation de la 

relocalisation de la CI-Cte à au à plas odes esà e à o ditio à d’i fe tio .à “ià esà sultatsà so tà

o fi s,à ilà s’agi aitàdeà laàp e i eà tudeà etta tàe à vide eà laà gio àdeà laàCIàpote tielle e tà

i pli u eàda sàl’i te a tio àave àP N-PIPO. Pour la première fois également, un rôle mécanistique 

serait attribué à la région C-terminale de la CI.  
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Il est donc primordial de reproduire ces résultats mais également de réaliser des expériences de BiFC 

entre la P3N-PIPO et la CI-Cter du LMV afin de détermi e às’ilàs’agitàd’u eài te a tio àdi e te.àáà etteà

fin, les séquences codantes de la P3N-PIPO et de la CI-Cter sont actuellement en cours de transfert 

dans les vecteurs de BiFC.  

E àpa all leàdeà esà tudes,à ousàavio sàleàsouhaitàd’e p i e àlesàp ot i esàd’i t tà ti uet esàvia le 

virus. Pour cela, des clones de LMV-0k7 dont la CI ou la VPg était étiquetée en N-ter ou en C-ter avec 

u àfluo opho eào tà t àg s.àCesà lo esàs’av e tà o ài fe tieu ,àd o t a tà ueàl’ ti uetageà

de ces protéines CI et VPg au sein du virus est délétère pour le cycle viral. Pour contourner cet 

obstacle, Amandine Bordat et Marie-Christine Houvenaghel travaillent actuellement à la synthèse de 

clones exprimant une copie surnuméraire de la VPg ou de la P3N-PIPO étiquetée avec la Mcherry. 

Cette copie est insérée entre les séquences P1 et HC-P o,à puis ueà eà siteà està pe issif.à Ilà ’està

alheu euse e tàpasàpossi leàdeà alise àlaà eà a œuv eàave àlaàCIàe ti eàpuis ueàl’i se tio à

d’u eàs ue eàaussià lo gueàse aitàp judi ia leàpour le virus. En revanche, nous envisageons tout 

deà eàd’avoi à e ou sààà etteà te h i ueàpou à i t odui eàu eàCI-Cter-GFP surnuméraire. Dans le 

cas où ces clones seraient viables, ces outils ouvriraient alors de nombreuses possibilités concernant 

la visualisation de ces protéines in-planta età da sà desà o ditio sà lesà plusà p o hesà possi lesà d’u eà

i fe tio à vi ale.à Nousà ousà aff a hi io sà alo sà deà l’ag oi filt atio à età pou io sà o se ve à esà

p ot i esà auà sei à deà laituesà se si lesà età sista tes,à auà f o tà d’i fection comme dans les feuilles 

systémiques.    
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 Chapitre 3 

La VPg du LMV agit-elle de concert avec la CI 

pour contourner les résistances mo1 de la 

laitue ? 

 

 

Co te te de l’étude 

 

I. Le co tour e e t de l’all le de résista ce mo1²  

est-il indépendant de la VPg ? 

 

II. La localisation subcellulaire de la VPg est-elle 

odifiée e  co ditio  d’i fectio  ?  
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Co te te de l’ tude 

Pathosystème LVM/Laitue : deux déterminants de virulence 

Bie à ueà l’o jetà deà etteà th seà soità l’ tudeà duà ôleà deà laà CI-Cter dans le contournement de la 

résistance conférée par eIF4E, il est nécessaire de prendre en compte la particularité de notre 

pathos st eàd’ tude,à iseàe à vide eàpa àáàá dul-razzak (2009) : la CI-Cter mais également la VPg 

sont impliquées dans le contournement de cette résistance. Il a été démontré lors de cette même 

étude que la VPg du LMV-E, virulent envers mo11 et mo1², ne conférait au LMV-0 (avirulent) que la 

apa it à d’i fe te à desà laituesà mo1
1
, contrairement à la CI-Cter du LMV-E qui elle conférait la 

apa it à d’i fe te à lesà deu à t pesà deà laituesà sista tes.à Ilà se leà do à ueà laà VPgà duà LMVà soità
suffisante (mais pas nécessaire) au contournement de mo11 et que la CI-Cter soit nécessaire et 

suffisante au contournement de mo1². Deux hypothèses sont envisageables pour expliquer ces 

observations : I) la VPg et la CI-Cter agissent de façon indépendante pour le contournement des 

résistances mo1, II) la VPg et la CI agissent de concert pour contourner la résistance et sont 

d pe da tesà l’u eà deà l’aut eà pou à assu e à u à o tou e e tà effe tif.à Da sà leà p e ie à as,à leà
phénotype de contournement de mo1² associé à la CI-Cter ne serait pas influencé par la VPg alors 

que dans le second cas la modification de la séquence VPg pourrait modifier le phénotype de 

contournement lié à la CI en contexte mo1².  

CI, VPg et eIF4E interagissent deux à deux 

Le premier argument en faveur de la deuxième hypothèse repose sur la démonstration faite au 

la o atoi eà d’i te a tio sà deu à àà deu à e t eà laà CI,à laà VPgà età eIF4Eà deà laitueà (Michon et al., 2006; 

Roudet-Tavert et al., 2007; German-Retana et al., 2008a; Tavert-Roudet et al., 2012). Ces trois 

interactions ont été démontrées in-vitro par ELISA, mais aussi in-planta par BiFC pour les interactions 

CI-Cter-eIF4E (Tavert-Roudet et al., 2012) et VPg-eIF4Eà o àpu li .àáu u eà i fo atio à ’estààà eà
jour disponible quant à la possibilité que ces trois protéines forment un complexe ternaire. Il est 

également possible que les interactions CI-eIF4E et VPg-eIF4E soient mutuellement exclusives et 

i te vie e tàalo sàda sàleà e ute e tàdeàl’á‘Nàvi alàsoitàpou àlaà pli atio àsoitàpou àlaàt adu tio .à
Néanmoins, les données de BiFC ont permis de déterminer que ces interactions ont toutes deux lieux 

dans le cytoplasme et le noyau de la cellule.  

Ce tai s isolats de LMV issus de la dive sit  atu elle e co tou e t u’u  seul des deu  all les de 
résistance mo1 

Un deuxième argument e à faveu à d’u eà oop atio à CI-Cter-VPg dans le contournement de la 

résistance mo1 estàl’e iste eàda sàlaàdive sit à atu elleàd’isolatsàdeàLMVàposs da tàlesàd te i a tsà
de contournement identifiés dans la CI-Cter mais décrits dans la littérature comme incapables 

d’i fe te àdesà laituesàmo1².àC’estàpa àe e pleà leà asàduà LMV-1, dont la CI-Cter possède les acides 

aminés 602V et 617S mais ne semble infecter que des laitues mo11 (Dinant and Lot, 1992; Revers et 

al., 1997, tests effectués sur Mantilia et Salinas 88 à 4 semaines après inoculation), ou des isolats 

LMV FR26 et Vinca (provenant de plantes ornementales) possédant eux aussi la combinaison 602V-

617S mais ne contournent pas les résistances mo1 (travaux de L. Svanella, Figure 3.2). De tels isolats 

te de tàààd o t e ààà ouveauàl’i po ta eàduàfo dàg ti ueàduàvi usà uiàpeutài te f e àave àles 

utatio sàda sàlaàCI.àL’h poth seàlaàplusàv aise la leàestàalo sà ueàlaàVPgàdeà esàisolatsà ’estàpasà
o pati leàave àu à o tou e e tàdesà sista esàetà u’u eà oop atio àCI-VPg est nécessaire.  
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Intégrer la VPg dans le paysage 

Ce dernier chapitre de aà th seà s’i t esseà do à àà laà pla eà deà laà VPgà auà sei à duà p o essusà deà
contournement des résistances mo1. Ceci est réalisé en parallèle de travaux menés par G. Tavert-

Roudet visant à identifier les acides aminés de la VPg responsables du contournement dans le but, in 

fine,àd’avoi àu eàdes iptio àplusàp iseàdeàlaà o pl e ta it àCI-VPg. 

Pour cela, mes travaux se sont articulés autour de deux axes :à d’u eà pa tà l’ tudeà deà laà
complementarité/antagonisme de CI-Cte àetàVPg,àpa àlaà alisatio àd’u àvi usà hi eàetàd’aut eàpa tà
l’ tudeàdeà laà lo alisatio àdeà laàVPgàe à o ditio à sai eà età e à o ditio àd’i fe tio ,à e àp se eàdeà
diff e tsàall lesàd’eIF4E. 

 

I. Le co tou e e t de l’all le de sista ce o1² est-il indépendant  de la VPg ?     

I.1 O te tio  d’u  vi us LMV-0-A602V-G617S comportant la VPg du LMV-1 

Comme énoncé plus haut, le LMV-1 est un isolat de LMV, récolté sur laitue résistante mo11 et dont le 

phénotype de contournement est contrasté :à età isolatà està apa leà d’i fe te à desà laituesà mo11 et 

mo10 mais pas mo1². Néanmoins, le séquençage de sa région CI-Cter révèle la présence de la 

combinaison 602V-617S, démontrée comme suffisante en fond génétique LMV-0 pour le 

contournement des résistances mo11 et mo1².à L’h poth seà ueà ousàavo sà fo ul eà suiteà àà ette 

observation stipule que la VPg du LMV-1 pourrait interférer avec le contournement de mo1² associé 

à la CI-Cter. Pour éprouver cette hypothèse, un virus LMV-0-A602V-G617S dont la VPg a été 

substituée par la VPg du LMV-1 a donc été généré, par recombinaison homologue chez la levure, de 

faço à si ilai eà àà l’o te tio àdesà uta tsàda sà laàCI.àLaà s ue eàVPgàduà LMV-1 a été amplifiée à 

pa ti àd’u àe t aitàáDN àg àpa àL.à“va ellaàetàdesti àauàs ue çageàduàg o eà o plet,àpuisà
intégré au sein du LMV-0-A602V-G617S, lui-même amplifié en deux PCR divergentes autour de la VPg 

et chevauchantes à leur autre extrémité. Un des clones obtenus et vérifié par séquençage fut utilisé 

pour toutes les expériences : nous le nommerons LMV-0-A602V-G617S-VPg1.  

I.2 Comportement du LMV-0-A602V-G617S-VPg1 sur laitues sensibles et résistantes   

Le clone ainsi obtenu a été dans un premier temps propagé sur laitue sensible (Salinas) par 

inoculation biolistique avant de réaliser des inoculations mécaniques à partir des laitues infectées sur 

les 3 cultivars Salinas, Mantilia (mo11) et Salinas 88 (mo1²). 

T oisà e p ie esà i d pe da tesà o tà t à alis es,à ave à l’i o ulatio à o t ôleà deà LMV-0-A602V-

G617S. Lors de ces trois expériences, le LMV-0-A602V-G617S-VPg1 fut inoculé sur deux laitues 

sensibles et 3 à 5 laitues résistantes mo11 et mo1². Quel que soit le cultivar de laitue inoculé, 100% 

desàpla tesào tà a ifest àdesà s ptô es,à avesàdesàd laisàd’appa itio àdiff e ts : les symptômes 

sur plante sensible sont apparus dès 10 jours après inoculation, sur Mantilia entre 20 et 30 jours et 

sur Salinas 88 plus tard (environ 40 jours). Le LMV-0-A602V-G617S, quant à lui, a provoqué des 

symptômes quasi-simultanément sur Mantilia et Salinas 88, aux alentours de 30 jours post-

inoculation. Le virus chimérique obtenu est donc infectieux sur laitue sensible et infecte plus 

rapidement les laitues mo11 alo sà u’ilàp se teàu à eta dàd’i fe tio àsu àmo1².àCeà eta dàd’i fe tio à
a conduit à une mauvaise interprétation lors de la première expérience, pour laquelle les feuilles  
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Figure 3.1 : Mutations détectées dans la région CI-Cter-VPg dans la descendance du virus 

chimérique LMV-0-A602V-G617S-VPg1 propagé sur laitues sensible et résistantes 

L’a se eàdeà utatio sàestàs olis eàpa àu à-.àL’a ideàa i à ut àestàsp ifi àe à odeàààu eàlett eà
età leà o eà d’ v e e tsà deà utatio à su à leà o eà totalà deà s ue esà o te uesà està i di u à
entre parenthèses. ND : Non Déterminé, les plantes ont été récoltées avant la possible apparition de 

symptômes.  

 

 

CI                    Infecte  

LMV-0mut IGDMIRSRYSTNHSRENLQKLQVVRDTIINFECQAGTSDGGSFDMETAQKLAEEYGCIDVIYHQ   mo1
0
, mo1

1
 et mo1² 

LMV-1 LGDMIRSRYSTNHSRENLQKLQVVRDTIINFECQAGTSDGGSFDMETAQKLAEEYGCIDVIYHQ      mo1
0
 et mo1

1
 

FR 26 IGDMIRSRYSTNHSRENLQKLQTVRDTIINFECQAGTSDGGSFDMETAQKLAEEYGCIDVIYHQ                      mo1
0
 

Vinca IGDMIRSRYSTNHSRENLQKLQVVRDTIINIECQAGTSDGGSFDMETAQKLAEEYGCIDVIYHQ                  mo1
0
 

 

VPg 

LMV-0 GKGKRQR-QKLRYRQARDNKVGIEVYGDDATMEHYFGAAYTEKGKKSGKTKGMGTKNRRFVNMYGYNPEDFSFIRFLDPL 

LMV-1 GKGKRQR-QKLRYRQARDNKVGIEVYGDDATMEHYFGAAYTEKGKKSGKTKGMGTKNRRFVNMYGYNPEDYSFIRFLDPL 

FR 26 GKGKRQR-QKLRYRQARDNKVGIEVYGDDATMEHYFGAAYTEKGKKSGKTKGMGTKNRRFVNMYGYNPEDFSFIRFLDPL 

Vinca GKGKRQR-QKLRYRQARDNKVGIEVYGDDATIEHYFGAAYTEKGKKSGKTKGMGTKNRRFVNMYGFNPEDFSFIRFLDPL 

TuMV AKGKRQR-QKLKFRNARDNKMGREVYGDDDTIEHFFGDAYTKKGKSKGRTRGIGHKNRKFINMYGFDPEDFSAVRFVDPL 

PVY GKNKSKRIQALKFRHARDKRAGFEIDNNDDTIEEFFGSAYRKKGKGKGTTVGMGKSSRRFINMYGFDPTEYSFIQFVDPL 

   100 

LMV-0 TGKTMDEQVFSDISLVQDAFSKERLKLLSEGEIESEHMRN--GIRAYLVKNLTTAALEIDMTPHNSCQLGAKTNNIAGYV 

LMV-1 TGKTMDEQVFTDISLVQDAFGKERLKLLSEGEIESEHMGN--GIRAYLVKNLTTAALEIDMTPHNSCLLGTKTNNIAGFV 

FR 26 TGKTMDEQVFSDISLVQDAFSKERLKLLSEGEIESEHMRN--GIRAYLVKNLTTAALEIDMTPHNSCQLGAKTNNIAGFV 

Vinca TGKTMDEQVFSDISLVQDAFSKERFRLLSEGEIESEHMRN--GIRAYLVKNLTTAALEIDMTPHNPLQLGAKTNNIAGFA 

TuMV TGATLDDNPLTDITLVQEHFGNIRMDLLGEDELDSNEIRVNKTIQAYYMNNKTGKALKVDLTPHIPLKVCDLHATIAGFP 

PVY TGRQIEENVYADIRDIQERFSEVRKKMVENDDIEMQALGSNTTIHAYFRKDWCDKALKIDLMPHNPLKVCDKTNGIAKFP 

   161 

LMV-0 DREYELRQTGEARVVAPALIPKDNPITDEDIPVKHE 

LMV-1 DREYELRQTGEARVVAPALIPKENPITDEDIPVKHE 

FR 26 DREYELRQTGEARVVAPALIPKDNPITDEDIPVKHE 

Vinca DREYELRQTGEARVVAPALIPKDNPIIDEDIPVKHE 

TuMV ERENELRQTGKAQPINIDEVPRAN---NELVPVDHE 

PVY ERELELRQTGPAVEVDVKDIPAQE--------VEHE 

  

Figure 3.2 : Alignement des séquences protéiques de CI-Cter d’isolats de LMV et de VPg de 
plusieurs potyvirus 

Les acides aminés soulignés sont impliqués dans le contournement des résistances conférées par 

eIF4E chez la laitue (dans la CI, LMV-0mut = LMV-0-A602V-G617S), chez le piment (dans la VPg du 

PVY, Ayme et al., 2007; Ben Khalifa et al., 2012) et eIF(iso)4E chez A. Thaliana (dans la VPg du TuMV, 

Gallois et al., 2010). Les acides aminés sont numérotés par rapport à la séquence de la CI et de la VPg 

du LMV (X97704.2). Les séquences VPg du TuMV et du PVY sont extraites de GenBank (numéro 

d’a essio àNP_734219.1 et NP_734252.1 respectivement).  

  

Mutations 

CI/VPg 
Expérience 1 

 
Expérience 2 

 
Expérience 3 

 

CI VPg G100 VPg Y161 
 

CI VPg G100 VPg Y161 
 

CI VPg G100 VPg Y161 

Salinas -  G/S (1/2) - (2/2) 
 

- G/S (2/2) Y/H (2/2) 

 

- S (3/3) Y/H (3/3) 

Mantilia - - (4/4) - (4/4) 
 

- - (4/4) Y/H (1/4) 

 

- - (1/1) - (1/1) 

Salinas 88 - ND ND 
 

- - (3/3) - (3/3) 

 

- - (3/3) H (3/3) 
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systémiques des laitues ont été pr lev esàd sàl’appa itio àdesàs ptô esàsu àMa tilia,à o sid a tà
ueàleàvi usà hi i ueà ’ taitàpasài fe tieu àsu à“ali asà .ààà 

áp sàl’appa itio àdesàs ptô es,àlaàdes e da eàvi aleàaà t àa al s eàpa às ue çageàdeàlaà gio à
CI-Cter-VPg dans le but de d te te à d’ ve tuellesà utatio s.à Lesà sultatsà so tà p se t sà da sà laà
figu eà . .àáu u eà utatio àsuppl e tai eà ’aà t àd te t eàda sàlaàCI-Cter de ces virus. Cependant 

deux positions dans la VPg se sont révélées polymorphes dans les trois expériences indépendantes. 

D’u eà pa tà laà atu eà deà l’a ideà a i à ,à s’està av eà va ia leà ap sà p opagatio à da sà laà laitueà
sensible puisque lors des trois expériences indépendantes la descendance virale contenait soit un 

mélange de virus natif (100G) et mutant (100S) soit uniquement des virus mutants 100S. Il est à noter 

que le LMV-0 et le LMV-1 diffèrent à cette position puisque dans la VPg du LMV-0 une Serine est 

p se teà “ àalo sà u’u eàGl i eàestàp se teàda sàlaàVPgàdeàLMV- à G à Figu eà . .àD’aut eà
part la position 161, qui ne présente pas de polymorphisme dans la diversité naturelle du LMV, a subi 

des mutations à plusieurs occasions, deux fois sur plante sensible (population en mélange 161Y/H), 

une fois sur laitue mo11 et une fois sur la totalité des laitues mo1² deàl’e p ie e.à 

I.3 La VPg du LMV-1 ’a olit pas le co tou e e t de l’all le o1² ais le ale tit  

D’ap sà osà sultats,àleàLMV-0-A602V-G617S auquel nous avons substitué la VPg par celle codée par 

LMV- ,à està toujou sà apa leàd’i fe te àdesà laitues mo1². Cependant, nous avons noté que le délai 

d’i fe tio à su à esà de i esà està allo g  de façon reproductible. Cela remet alors en question les 

observations antérieures selon lesquelles le LMV- à ’i fe teà pasà lesà laituesà mo1²,à puis u’ilà està
imaginable que la durée pendant laquelle le suivi des symptômes a été réalisé ait été trop courte. En 

effet, les inoculations de LMV-1 décrites dans Revers et al. (1997) ’o tà t à suiviesà ueàpe da tà4à
se ai es,à eà uiàse leài suffisa tàpou ào se ve àl’appa itio àdeàs ptô esàsu àlesàpla tesàmo1². 

Nous ne disposions pas au laboratoire de LMV- àsousàfo eàdeàvi usààài o ule ,àaussià ousà ’avo sà
pas pu intégrer ce contrôle dans nos expériences.  

Ainsi, alors que les mutants dans la CI de LMV-0 (en particulier LMV-0-A602V-G-617S) infectaient les 

laitues mo11 et mo1² ave à desà effi a it sà d’i fe tio à diff e tes mais dans un lapse de temps 

identique, le virus chimérique semble infecter les deux cultivars résistants avec la même efficacité 

(100%) mais avec un décalage dans le temps. Ceci indique que cette VPg semble améliorer le 

contournement des résistances mo1, puisque celui-ci ne semble plus être partiel mais complet.  

Cependant, pour tirer de solides conclusions, plusieurs expériences contrôle sont manquantes. Les 

inoculations de LMV-0-A602V-G617S-VPg àdoive tà t eà e o duites,àe àpa all leàd’i o ulatio sàave à
le LMV-0-A602V-G617S mais aussi de LMV-1 dont il nous faudrait obtenir une souche auprès de M. 

Hervé Lot, et de LMV-0-VPg1 qui permettrait de déterminer avec certitude si la VPg du LMV-1 seule 

està apa leà da sà u à p e ie à te psà deà pe ett eà l’i fe tio à deà laituesà mo11. De plus, il apparaît 

nécessaire de conduire ces e p ie esàd’i o ulatio àsu àu à o eàplusàg a dàdeàpla tes,àafi àdeà
confirmer le caractère total du contournement des résistances associé au LMV-0-A602V-G617S-VPg1.  

Néanmoins, nous pouvons tout de même tirer des informations concernant les mutations apparues 

dans la VPg du virus chimérique. Les séquences protéiques de la VPg du LMV-0 et du LMV-1 

divergent aux sept positions 70, 90, 100, 145, 148, 156 et 180 (Figure 3.2), dont deux (90 et 100) sont 

des positions candidates pour le contournement des résistances mo1 et sont actuellement étudiées 

par génétique inverse par G. Tavert-Roudet. Au niveau du codon  100 de la VPg de clones mutants du  
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Figure 3.3 : Observation au microscope confocal de la localisation subcellulaire de la VPg 

La VPg exprimée dans des feuilles de N. benthamiana après transformation transitoire par 

agroinfiltration, est fusionnée à la RFP en N-ter (photo de gauche) ou en C-ter (photo de gauche). 

L’e a tà e à hautà àà d oiteà ep se teà u à o auà età so à u l oleà a u à àà laà VPg-RFP, à un 

grossissement plus élevé.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.4 : Observation de la colocalisation entre la GFP-CI et la VPg-RFP du LMV 
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LMV-0, la substitution de la Sérine par une Glycine a été observée à plusieurs occasions en contexte 

de résistance mo11 (cf Chapitre 1). Ceci suggérait que cette position serait importante pour la 

stabilisation du virus mutant dérivé de LMV-0 et portant les mutations de contournement dans la CI-

Cter. Ici, la mutation est inverse : la Glycine est substituée par une Sérine, et elle apparaît lors de 

l’i fe tio à deà laituesà se si les,à aisà pasà e à o te teà deà sista e.à Cesà do esà te de tà do à àà
o fi e à leà ôleà lefà jou àpa à l’a ideàa i à àdeàla VPg dans le contournement de la résistance 

mo11 puisque la Sérine semble « adaptée » aux cultivars sensibles alors que la Glycine est 

sélectionnée en plante résistante. De plus, par alignement des séquences VPg du LMV et du PVY 

(Figure 3.2), il apparaît que la position 101 de la VPg du PVY, démontrée par Ayme et al. (2007) 

com eài pli u eàda sàlaàvi ule eàe ve sàl’all leà sista tàpvr23 du gène codant pour eIF4E chez le 

piment, correspond à la position 100 de la VPg du LMV. 

Enfin, le codon 161 de la VPg du LMV est également instable dans la descendance du LMV-0-A602V-

G617S-VPg1 puisque la substitution du Tryptophane par une Histidine est apparue à plusieurs 

o asio s,àsu àlaitueàse si leà o eà sista te.àL’ tudeàdeàlaàdive sit à atu elleàduàLMVà ’aà v l à
au u à pol o phis eà àà etteà positio ,à e à eva heà l’alig e e tà deà laà VPgà duà LMVà ave à elleà duà
TuMVà Figu eà . à o t eà ueàl’a ideàa i à à hezàleàLMVà o espo d aitàààlaàpositio à àdeàlaà
VPg du TuMV. Ce parallèle est intéressant puisque la mutation R163Y dans la VPg du TuMV a été 

démontrée par Gallois et al. (2010) o eà ta tàsuffisa teàpou àpe ett eàauàvi usàd’i fe te àdesàA. 

thaliana KO pour les gènes eIF(iso)4E et eIF(iso)4G.   

ái si,à esà sultatsà ite tà d’ t eà p t sà età e fo sà aisà ilsà se le tà d o t e à u eà éelle 

coopération entre la CI-Cter et la VPg du LMV pour contourner les résistances conférées par eIF4E 

chez la laitue.  

 

II. La localisation subcellulaire de la VPg est-elle modifiée en présence de la CI ou en 

co ditio  d’i fectio  ? 

Afin de suivre la localisation subcellulaire de la VPg du LMV-0, exprimée seule ou en compagnie des 

autres partenaires viraux, celle- ià aà t à lo eà da sà lesà ve teu sà d’ag oi filt atio à pe etta tà saà
fusion à la RFP en N-ter (vecteur pB7WGF2) ou en C-ter (vecteur pB7FWG2), utilisés également pour 

l’ ti uetageàdeàlaàP N-PIPO (cf Chapitre 2).  

Desà e p ie esà d’ag oi filt atio à pou à laà VPg-RFP et RFP-VPg ont donc été réalisées dans des N. 

benthamiana saines ou infectées au préalable avec le LMV-0K7-GFP, avec ou sans co-transformation 

de la GFP-CI, et les feuilles transformées ont été observées 48h après agroinfiltration au microscope 

o fo al.à L’o se vatio à desà o st u tio sà ‘FP-VPg et VPg-RFP exprimées seules en plante saine a 

v l à ue,à alg àu eàdiff e eàe àte eàd’i te sité de fluorescence, les deux protéines de fusion 

présentent la même localisation : elles se situent principalement dans le noyau des cellules, plus 

particulièrement dans le nucléole, mais également dans le cytoplasme. Les mêmes observations ont 

été faites après expression transitoire de RFP-VPg dans la laitue Trocadéro. Ceci est en accord avec 

les données de la littérature qui décrivent la localisation nucléaire de la VPg de plusieurs potyvirus 

(Beauchemin and Laliberté, 2007; Wei and Wang, 2008; Rajamäki and Valkonen, 2009; Zilian and 

Maiss, 2011; Sun et al., 2013). Ainsi, alg à l’a se eàdeà sultatsàdeàWeste àBlotà fàChapit eà à
pe etta tàdeà o fi e àl’e p essio àdeàlaàp ot i eàdeàfusio ,à ousàso esàassezà o fia tsà 
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Figure 3.5 : Observation de la localisation de la VPg-RFP dans une cellule infectée par le LMV-0K7-

GFP 
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concernant laàvalidit àdeà esà o st u tio sàetàavo sàd o t à ueàl’ ti uetageàe àN-ter ou C-ter de 

la protéine VPg du LMV ne modifie pas sa localisation. 

Lors de la co-expression de GFP-CI et VPg-RFP dans des cellules de N. benthamiana, aucune 

relocalisation particuli eàdeàlaàCIàouàdeàlaàVPgà ’aà t ào se v eàe à o pa aiso àdeàlaàlo alisatio àdeà
chacune des deux protéines seule (Figure 3.4). La CI étant présente dans le noyau mais pas dans le 

nucléole, sur certaines photos il semblerait que la VPg est moins présente da sàleà u l oleàlo s u’elleà
est co-exprimée avec la CI mais cela ne concerne pas la totalité des cellules. De même, lorsque la 

VPg-RFP est exprimée au sein de cellules infectées par le LMV-0K7-GFP, elle présente la même 

localisation nucléo-cytoplasmique (Figure 3.5).   

ái si,à esà e p ie esà p li i ai esà ’o tà pasà appo t à d’i fo atio sà suppl e tai esà su à
« l’a ti ulatio à»àCI-VPg dans le contournement des résistances conférées par eIF4E. A terme, le but 

serait, tout comme pour les expériences de co-localisation présentées dans le Chapitre 2, de réaliser 

ces expériences chez les différents génotypes de laitue (sensible et résistantes), afin de comparer 

l’effetàdeàl’all leàd’eIF4Eàsu àlaàlo alisatio àdesàp ot i es.àPou àleà o e t,à alg à osàeffo tsà e s 

pou àa lio e àl’e p essio àt a sitoi eàdeàp ot i esà a u esàààl’aideàdeàfluo opho esà hezàlaàlaitue,à
leà iveauàd’e p essio ào te uàestàt opàfai leàpou à e e ààà ie à esàe p ie es.àDeàplus,àAmandine 

Bo datà vie tà d’o te i à desà lo esà deà LMVà e p i a tà u e copie surnuméraire de la VPg étiquetée 

avec la mcherry. Cette copie a été insérée entre les séquences P1 et HC-Pro (site permissif). Dans le 

cas où ces clones seraient viables, ces outils permettront de visualiser la fusion mcherry-VPg in-

planta et dans desà o ditio sàlesàplusàp o hesàpossi lesàd’u eài fe tio àvi ale. 

Nousà disposo sà àà eà jou à deà ve teu sà pe etta tà l’e p essio à d’eIF4Eà deà laitueà deà t peà se si leà
(eIF4E0) ou resistante (eIF4E1 et 2) en fusion avec la RFP, dont la la localisation est inchangée  avec 

ou sans la GFP-CI. Ilàfaud aitàdispose àd’u àt oisi eàfluo opho eàpou à e e àdesàe p ie esàdeà o-

localisation en intégrant les trois partenaires :à eIF4E,àCIà etàVPg.à Laà o duiteàd’expériences de BiFC 

d o t a tàl’i te a tio àCI-Cter-VPg au sein de laitues sensibles et résistantes nous renseignerait sur 

laà apa it àdeà esàdeu àfa teu sàvi au àd’i te agi àe àp se eàd’u àall leàd’eIF4Eà sista t.à 

E fi ,à laà uestio à deà l’ ta lisse e tà d’u à o ple eà te ai eà VPg-eIF4E-CI-Cter reste entière et il 

pa aità u ialàd’ à po d e.àCe iàpou aità t eà soluàpar exemple par des essais de BiFC multicolore 

(Kodama and Wada, 2009; Weinthal and Tzfira, 2009). Plusieurs pistes ont été suivies ces dernières 

a esà auà la o atoi eà pou à d o t e à l’e iste eà d’u à telà o ple e.à Celleà deà laà alo i t ieà
isotherme à titration (Isothermal Titration Calorimetry ou ITC)  (Bruylants et al., 2005 ; Bartik, 2005) a 

été envisagée. Cette technique de microcalorimétrie peut se révéler utile pour mettre en évidence et 

quantifier une compétition entre deux ligands. Mais cette technique nécessite la compatibilité des 

tampons de resuspension desàp ot i esàe p i esàe às st eààh t ologue,àetàl’opti isatio àdeàlaà
pu ifi atio à deà laà CIà e à o ditio sà o à d atu a tesà ’aà pasà puà t eà alis eà auà la o atoi e.à U eà
autre approche par co-purification, permettant de donner accès à des complexes pré-formés in vivo, 

et donc particulièrement susceptibles de représenter une réalité biologique, surtout en condition 

d’i fe tio àvi ale,àaà t à e e,à as eàsu àleàTa de àáffi it àPu ifi atio àTagà (Puig et al., 2001). La 

protéine eIF(iso)4E a été étiquetée à son extrémité N-terminale (avec la GFP, et/ou une étiquette de 

type TAP) et exprimée pa àt a sge seàda sàu à uta tàd’A. thaliana KO pour le facteur natif. Des 

essais de co-pu ifi atio ào tà t à alis s,àafi àd’ide tifie àlesà o posa tsàdesà o ple esàpar analyse 

en spe t o t ieàdeà asse,à aisà ’o tà ie àdo à J.àWalte ,à o u i atio àpe so elle . 
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Les travaux réalisés lors des thèses de Thomas Guiraud (2004) et Anas Abdul-razzak (2010) au sein du 

laboratoire de virologie ont mis en évidence la complexité du processus de contournement de la 

résistance conférée par eIF4E dans le pathosystème LMV/Laitue. En effet, si de nombreuses études 

attribuent le contournement des résistances eIF4E à des mutations dans la protéine VPg, ces travaux 

o tàd o t àpou àlaàp e i eàfoisàl’i pli atio àde la CI dans le contournement.  

Cetteà th seà s’i s ità do àda sà laà o ti uit à deà esà t avau àetà visaità àà a a t ise à lesàpositio sàe à

acides aminés de la CI dont la mutation est responsable du contournement des résistances mo1. 

Cette caractérisation, réalis eàe àpa all leàdeàl’ tudeàdeàlaàdive sit à atu elleàduàLMVà e eàpa àL.à

“va ella,à s’està atta h eà auà tau à deà o tou e e tà e ge d ,à àà laà possi leà o pl e ta it à desà

utatio sàetàààl’ tapeàduà leàvi alà o e eàpa à elles- i,àda sàl’opti ueàd’ lu ider la fonction de 

la région CI-C-te i aleàda sàl’i fe tio àvi ale.àCetteàdualit àe t eàe p ie esàdeàg ti ueài ve seà

età tudeàdeàlaà iologieàd’isolatsàissusàdeàlaàdive sit à atu elleàduàLMVàaàpe isàààlaàfoisàdeàvalide àlaà

pertinence des essais en serreà età d’i t g e à esà sultatsà e p i e tau à da sà u à o te teà plusà

agronomique. 

 

I - Deux combinaisons de mutations dans la région C-terminale de la CI permettent au LMV  

d’ac u i  la vi ule ce vis-à-vis du gène majeur de résistance mo1 chez la laitue. 

L’i o ulatio à d’isolatsà deà LMVà issusà deà auvaisesà he esà età deà pla tesà o e e talesà aà pe isà

l’ide tifi atio à auà p ala leà deà aà th seà deà à a idesà a i sà pote tielle e tà i pli u sà da sà leà

contournement des résistances mo1. Parmi eux, les acides aminés 602V/T et 627T semblent 

di e te e tàasso i sàauà o tou e e tàpuis u’ilsàso tàappa usàda sà laàCIàdesàisolatsàa a tà volu à

vers la virulence sur laitue mo1
1.à L’a ideà a i à “à ua tà àà luià està o u à àà tousà lesà isolatsà

apa lesà d’ volue à ai sià ueà eu à appa te ant au groupe Most, mais diffère chez le LMV-0, 

suggérant une o latio àe t eà laàp se eàd’u eà s i eà e àpositio à à età laà apa it à duà vi usà àà

volue àve sàlaàvi ule e.àCesàt oisàa idesàa i sàs’ajoute tàauà Tàide tifi àp de e tà(Abdul-

Razzak et al., 2009) età uià s’està av à suffisa tà pou à o f e à auà LMV- à laà apa it à d’i fe te à desà

laitues résistantes.  

L’i t odu tio àdesà utatio sàau àpositio sà ,à ,à àetà ,à seulesàetàe à o i aiso àdans la 

séquence du LMV-0, a permis de confirmer les résultats concernant la simple mutation 621T et de 

découvrir une autre voie de contournement des résistances mo1 impliquant la double mutation 

602V-617S. De façon intéressante, chaque voie de contournement permet de contourner à la fois 

mo11 et mo1², mais avec des efficacités différentes. En effet, dans tous les cas les virus contournants  
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ont infecté un plus grand nombre de laitues mo1² que mo11.àDeà e,àdiff e tsà tau àd’i fe tio à

so tàasso i sààà ha ueà o i aiso àdeà utatio s.àE àpa ti ulie ,àl’asso iatio àdesà utatio sà Tàetà

602V-617S confère au LMV- àu àtau àd’i fe tio àsu àmo1² plus élevé que les mutations séparées et à 

l’i ve seàdi i ueàleàtau àd’i fe tio àsu àmo11. Dans nos expériences, la mutation A627T dans un fond 

génétique de LMV-0 ’aàpas été clairement associée au contournement de la résistance. 

Des expériences ont été menées au laboratoire afin de corréler les données biologiques 

(contournement de la résistance ou pas) aux interactions entre protéines, notamment en ELISA semi-

quantitatif (Tavert-Roudet et al., 2012). Ces expériences in vitro ont montré que la région C-terminale 

de la CI du LMV-0, bien que ne comportant pas les acides aminés associés à la  virulence identifiés 

da sà etteà tude,àestà apa leàd’i te agi àave àeIF4E, u’ilà s’agisseàdeà laà fo eà od eàpa à l’all leàdeà

sensibilité (eIF4E°) ou de résistance (eIF4E1 etàeIF4E² .àLeàsig alàd’i teraction entre la CI-Cter de LMV-

0 semble même plus fort avec les formes eIF4E1 et eIF4E² et la mutation S621T ne modifie pas cette 

interaction. Nous pouvons donc difficilement envisager que la résistance puisse être la conséquence 

d’u eài te uptio àdeàl’i te a tio àe t eàlesàp ot i esàCI-Cter et eIF4E, comme cela a pu être montré 

dans le cas de la VPg et eIF4E pour le TuMV, le TEV et le PVY (Wittmann et al., 1997; Léonard et al., 

2000; Schaad et al., 2000; Charron et al., 2008). La CI est en effet intégrée dans un système 

d’i te a tio à àà t oisà pa te ai es,à faisa tà i te ve i à gale e tà laà VPg.à Da sà l’h poth seà deà

l’ ta lisse e tàd’u à o ple eàà trois partenaires ou plus, il est possible que les mutations dans la CI-

Cte à pe ette tà deà sta ilise à ledità o ple eà ouà àà l’i ve seà deà leà e d eà plusà t a sitoi eà pou à

a lio e àsaàd a i ue.àL’additio àdeà ha u eàdeà esàt oisàmutations (602V, 617S et 621T) pourrait 

donc, en contexte mo1²,à a lio e à lesà o sta tesà d’asso iatio à duà o ple eà VPg-CI-eIF4E et au 

contraire, affaiblir ou « figer »àleà o ple eàfo àe àp se eàd’u àall leàmo11. 

Pour répondre à cette question, il paraità esse tielà deà d te i e à l’e iste eà ouà o à d’u à telà

complexe ternaire, par BiFC multi-couleur in planta (Weinthal and Tzfira, 2009; Kodama and Wada, 

2009) ou par triple hybride chez la levure (Licitra and Liu, 1996; Immink et al., 2009),à aisàaussiàd’e à

a a t ise à lesà o sta tesà io hi i uesà e à p se eà d’u eà fo eà d’eIF4Eà o f a tà laà se si ilit à

(eIF4E°) ou la résistance au LMV (eIF4E1 et eIF4E2). Une des expériences envisagées au laboratoire 

faitàappelààà l’a isot opieàdeà fluo es e e.à Ilà s’agitàdeà a ue àu eàdesàp ot i esà i te a t i esàave à

u eà so deà fluo es e teàetàd’o se ve à laàd pola isatio àdeà etteà lu i eà lo s ueà l’o à ajouteàu eààà

une les autres protéines partenaires. En casà d’i te a tio ,à leà o ple eà fo à se aà deà tailleà plusà

importante et la dépolarisation sera amoindrie (Weber, 1953). Par la suite, des expériences 

d’ult a e t ifugatio à età d’ITCà Isothe alà Tit atio à Calo i et à so tà e visag es,à toujou sà pou à

visualise àl’i te a tio àetàpou àe àd te i e àlesàpa a t esàthe od a i uesà(Pierce et al., 1999; 

Bruylants et al., 2005). 
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Enfin, trois de ces mutations font intervenir une s i eàouàu eàth o i e,à ’est pourquoi nous nous 

sommes demandés si cela ne permettrait pas la phosphorylation de ces résidus, dans un but de 

régulation. Laà e he heà pa à ioi fo ati ueà NetPhosà età “ a site à deà sitesà sus epti lesà d’ t eà

phospho l sàaàpe isàd’ide tifie àlaà “àetàlaà Tà o eàpote tielle e tàphospho l esà á nexe 

1), avec cependant une faible probabilité.  

Un des résultatsà i po ta tsà deà etteà tudeà està u’elleà d o t eà ueà lesà utatio sà deà

contournement dans la CI-C-te i aleà duà LMVà eà pe ette tà u’u à o tou e e tà pa tielà desà

résistances mo1 chez la laitue. De plus le cumul des mutations semble améliorer le taux de 

contournement dans les laitues mo1² et être privilégié au sein de la diversité naturelle du LMV. La 

question qui se pose est donc : comment expliquer ce phénomène ?      

   

 II- Le contournement de la résistance serait associé à la restauration du mouvement en 

systémie 

Les études portant sur les résistances conférées par des mutations du facteur eIF4E montrent que le 

phénotype de la résistance varie selon le pathosystème, et que différentes étapes du cycle viral 

peuvent être affectées. Ainsi, chez le piment, les isolats de PVY non contournants ne sont pas 

d te t sà su à lesà feuillesà i o ul es,à laà sista eà s’effe tua tà ààu à stadeà t sàp o eàduà leà vi alà

(Charron et al., 2008). Chez le pois, ’estàleàmême allèle de résistance au locus eIF4E qui confère la 

résistance à trois espèces de potyvirus : le Pea seed-borne mosaic virus PSbMV (sbm-1), le Bean 

yellow mosaic virus BYMV-W (wlm) et le Clover yellow vein virus ClYVV (cyv-2) (Andrade et al., 2009). 

Toutefois, le mécanisme de la résistance est virus-dépendant : ainsi le PSbMV est restreint à une 

seuleà elluleà ap sà i o ulatio àpa à iolisti ueàd’u à lo eàd’áDN à i fe tieu ,à alo sà ueà leàClYVV est 

capable de se déplacer de cellule en cellule (Andrade et al., 2007; Gao et al., 2004). Il est probable 

que les différents facteurs de virulence identifiés à ce jour vis-à-vis des résistances eIF4E (CI, VPg et 

P1) soient impliqués dans la restauration de différentes étapes du cycle viral. Nous nous sommes 

do ài t ess sàààl’ tapeàduà leàvi alà uiàpouvaità t eà estau eàpa àl’i t odu tio àdesà utatio sàdeà

contournement dans la CI du LMV.  

E à s’appu a tà su à desà e e plesà deà laà litt atu eà d o t a tà ue eIF4E pouvait interférer avec le 

mouvement du virus (German-Retana et al., 2003; Contreras-Paredes et al., 2012) et que la CI 

possède elle aussi un rôle dans ce mouvement (Roberts et al., 1998; Carrington et al., 1998; Wei et 

al., 2010b),à ousà avo sà hoisià deà teste à l’h poth seà selo à la uelleà lesà utatio sà deà laà CI-Cter 

amélioreraient le mouvement de cellule à cellule du virus. Nous avons démontré que le mouvement  
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de cellule à cellule (et/ou réplication) est ralenti dans les laitues résistantes et que les mutations de la 

CI-Cter ne restaurent pas cette propagation de cellule à cellule. En revanche, le mouvement en 

systémie des virus mutés au sein de laitues résistantes est rétabli.  

Les mécanismes qui gouvernent le mouvement systémique du virus via le phloème sont encore peu 

o us,àe àpa ti ulie àpeuàdeàfa teu sàdeàl’hôteài te ve a tàda sà etteà tapeàduà leàvi alào tà t à

identifiés (pour revue, voir Hipper et al., 2013). Les facteurs viraux connus pour interférer avec le 

mouvement à longue distance des potyvirus sont ceux codés par les gènes RTM1, RTM2 et RTM3 

(Restricted TEV Movement) dont les allèles de résistance chez Arabidopsis thaliana bloquent le 

mouvement à longue distance du TEV (Chisholm et al., 2000), du LMV et du PPV (Decroocq et al., 

2006; Cosson et al., 2010).à Cepe da tà ilà s’agità lààd’u eà sista eàdo i a te,à o tou eàpa àdesà

mutations dans la région N-terminale de la protéine CP (Decroocq et al., 2009),à età uià s’appuieà

vraisemblablement sur le déclenchement de réactions de défense de la plante qui auraient lieu au 

iveauàduàphlo eàplutôtà ueàsu àl’i te f e eàave àleà ouve e tàduàvi usàààp op e e tàpa ler. Le 

seulà fa teu à deà l’hôteà a a tà t à ide tifi à e à ta tà ueà fa teu à deà se si ilit à auà vi usà età asso i à auà

mouvement à longue distance est la protéine PVIP (potyvirus VPg interacting protein, Dunoyer et al., 

2004),à do tà laà lo alisatio à u l ai e,à l’i te a tio à ave à VPgà età laà p se eà d’u à ho o-domaine 

portent à croire que ce facteur participe au mouvement à longue distance du virus de manière 

i di e te,àpa à gulatio àdeàl’e p essio àdeàg esàdeàl’hôteài pli u sàda sà etteà tape.àNosàt avau à

ainsi que ceux de Contreras-Paredes et al. (2012) démontrent donc que le facteur eIF4E pourrait lui 

aussi être un facteur de sensibilité impliqué dans le mouvement à longue distance du virus, en 

oop atio àave àlaàCI.àCe iàpou aità gale e tàseàfai eàave àl’aideàdeàlaàp ot i eàHC-Pro, interacteur 

à la fois de eIF4E (Ala-Poikela et al., 2011) et de la CI (Guo et al., 2001), et qui intervient dans le 

mouvement à longue distance du virus (Cronin et al., 1995; Kasschau et al., 1997; Klein et al., 1994). Il 

a été démontré par ailleurs que le rôle de HC-Pro dans le mouvement systémique du virus reposait 

sur sa capacité à inhiber la réaction de silencing induite par le virus (Garcia-Ruiz et al., 2010). En 

outre, il a été démontré que la protéine P1, qui est elle aussi un déterminant de virulence vis-à-vis de 

la résistance eIF4E chez le pois (Nakahara et al., 2010), sti uleàl’i hi itio àduàsile i gàli àààHC-Pro 

(Kasschau and Carrington, 1998; Rajamäki et al., 2005; Tena Fernández et al., 2013). Une hypothèse 

su àl’i pli atio àd’eIF4Eàda sàlaàsupp essio àduàsile i gàaà t àava eàpa àái i gàWa gàetà“o aà

Krishnaswamy (2012), en relation avec la VPg, HC-Pro et P1 mais sans y intégrer la CI.  

Un aut eà pa a t eà peutà t eà aussià p isà e à o sid atio à da sà l’effetà desà utatio sà deà

o tou e e tàsu àleà ouve e tàààlo gueàdista e,à uiàse aitàli àààlaàde sit àdesàfo e sàd’i fe tio à

primaire observés sur les feuilles inoculées après inoculation mécanique. Lors des expériences visant 

ààsuiv eàl’ volutio àdeàlaàsu fa eàdesàfo e sàd’i fe tio àsu àlaitueàse si leàetà sista te,àj’aiàpuà 
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constater en effet que le nombre de foyers générés par le LMV-0K7-GFP sur laitue mo1² semblait 

systématiquement moins élevé que le nombre de foyers induits par les virus mutés contournants, 

alors que les inocula viraux étaient calibrés et équivalents. Les mutations de contournement 

augmenteraient donc en plus la probabilité de chargement dans le phloème des virus mutés, en 

favo isa tàl’ ta lisse e tàdeàfo e sàp i ai es.àLeà o eàdeàfo e sà ta tàplusà lev ,àlaàp o a ilit àdeà

« rencontrer » un vaisseau conducteur dans lequel se charger serait elle-même plus élevée. Dans ce 

cas, les mutations dans la CI seraient impliquées aussi dans les événements très précoces dans le 

cycle viral probablement liés aux premiers cycles de réplication ou de traduction. 

Il faut aussi noter que ces résultats ont été obtenus par inoculation mécanique des virus, où de 

o eusesà lessu esà so tà i flig esà àà laà feuille,à agea tà u à g a dà o eà deà po tesà d’e t eà

pou à leà vi us,à eà uià eà o espo dà pasà fo e tà àà laà alit à iologi ueà d’u eà t a s issio à pa à

insecte vecteur. 

Si la CI-Cter ne possède pas encore de fonction connue, la CI centrale possède une activité hélicase, 

nécessaire à la réplication du virus (voir revue Sorel et al. 2014 da sàl’i t odu tio àdeà etteàth se .àIlà

ne peut être exclu que la CI-Cte ài te vie eàe àta tà u’u it à gulat i eàdeàl’a tivit àhélicase de la 

p ot i e,àau uelà asàilàse aitài t essa tàd’ value àl’effetàdesà utatio sàdeà o tou e e tàsu à etteà

activité, que la protéine soit seule ou en interaction avec VPg ou eIF4E. De telles expériences furent 

envisagées au cours de ma thèse, en collaboration avec Juan-Antonio García (Madrid), mais annulées 

pa à a ueàdeàte ps.àE àeffet,àpou à e e ààà ie àdesàtestsàd’a tivit àh li aseàin vitro, cela suppose 

de produire et de purifier un grand nombre de protéines recombinantes afin de disposer de plusieurs 

lots de protéines indépendants, car selon Juan-á to ioà Ga ia,à lesà sultatsà desà testsà d’a tivit à

hélicase in vitro peuve tà va ie à selo à lesà lots.à Deà e,à ’a a tà pasà puà alise à d’e p ie esà deà

transfection de protoplates de laitue sensible et r sista teàave àlesà lo esàd’áDN à o pletsàdeàLMV-

à età desà uta tsà vi ule ts,à ousà eà pouvo sà pasà o lu eà su à l’i pa tà deà laà p se eà deà fo eà

ut eàd’eIF4Eàsu àleàtau àdeà pli atio àvi ale. U eàalte ativeàààl’i fe tio àdeàp otoplastesàse aitàlaà

co-infiltration de virus exprimant la R-lu if aseà età d’ag o a t iesà o po ta tà laà F-luciférase, 

comme cela a été fait par Eskelin et al. (2010) pour le PVA. Cette méthode permet de quantifier « in 

planta »à l’a u ulatio à vi aleà da sà u eà elluleà do eà deà a i eà elativeà àà l’e p essio à duà

rapporteur F-luc.à Maisà pou à elaà ousà avo sà esoi à d’u à vi usà LMVà ui soit inoculable par 

ag oifilt atio à pou à e suiteà leà a ue à àà laà lu ife ase.à Ceà vi usà està e à ou sà d’o te tio à auà

la o atoi eàafi àdeàs’aff a hi àduàti àpa à iolisti ueàetàdeàsi plifie àlesà o-inoculations.  
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III - Modulation du rôle des mutations de contournement de la résistance mo1 par le fond 

génétique du virus  

Comme énoncé plus haut, la réalisation de ces expériences de génétique inverse en parallèle de 

l’ tudeàdeàlaàdive sit à atu elleàduàLMVàaàpe isàde valider la pertinence des essais en serre puisque 

les mutations acquises lors de nos essais correspondent à des positions polymorphes dans la 

diversité naturelle. Une étude récente menée par Hajimorad et al. (2011) a en outre montré 

clairement pour le SMV que les expériences menées au laboratoire « mimaient » la réalité de ce qui 

se passait en conditions naturelles. 

Cependant, nos travaux ont également montré que les mutations de la CI ne peuvent être 

considérées indépendamment du fond génétique du virus dans lequel elles sont introduites. Deux 

exemples illustrent cette réflexion : le cas du LMV-0-A627T et celui du LMV-1. En effet, la mutation 

627T qui semble suffisante au contournement des résistances mo1 dans les isolats non-laitue Tn516 

età ,à eà l’està pasà lo s u’elleà està i t oduiteà da sà leà g o eà duà LMV- .à áà l’i ve se,à laà dou leà

mutation 602V-617S confère au LMV- àlaà apa it àd’i fe te àdesàlaituesà sista tesàalo sà ueàleàLMV-

à uiàposs deà etteà eà o i aiso à ’i fe teàpasàlesàlaituesàmo1² dans le lapse de temps étudié. 

Ce ià i di ueà ueà d’aut esà fa teu sà vi au à ouà d’aut esà gio sà deà laà CIà so tà asso i esà auà

contournement de la résistance conférée par eIF4E. Le premier candidat à cette interférence est la 

VPg, principal déterminant de virulence vis-à-vis des résistances liées à eIF4E dans de nombreux 

pathosystèmes (Léonard et al., 2000; Moury et al., 2004; Khan et al., 2008; Gallois et al., 2010). Si les 

sultatsàissusàdeàl’a al seà iologi ueàduàvi usàLMV-0-A602V-G617S-VPg1 obtenus dans cette thèse 

sont en demi-tei teàduàfaitàdeàl’a se eàd’u à o t ôleàLMV-1 à intégrer dans nos expériences, elles 

ont tout de même permis de révéler que la VPg du LMV-1 possède des déterminants de virulence qui 

ont amélioré le contournement du LMV-0-A602V-G617S sur laitue mo1
1
 aisà eta d à l’i fe tio àdeà

celui-ci sur laitue mo1². Parmi les positions de la VPg qui présentent un polymorphisme entre LMV-0 

et LMV- ,àdeu àp se te tàu ài t tàpa ti ulie àpuis u’ellesàseàsitue tàda sàlaà gio à e t aleàdeàlaà

p ot i e,àd o t eà o eài pli u eàda sàl’i te a tio àave àleàfa teu àeIF4Eà(Roudet-Tavert et al., 

2007) : les positions 90 et 100. La mutation de cette de i eà està d’ailleu sà espo sa leà duà

contournement par le PVY de la résistance eIF4E chez le piment (Ayme et al., 2007; Ben Khalifa et al., 

2012). Sa réversion au sein du virus chimérique vers la Sérine du LMV-0 en plante sensible et sa 

mutation au sein des virus LMV-0 mutés vers une Glycine indiquent que cette position possède un 

ôleà l àda sàl’adaptatio àduàvi usàààl’all leàd’eIF4Eàdeàl’hôte.àU eàaut eàpositio àd’i t tàaàpuà t eà

décelée par nos expériences : la position 161 dont la mutation Y vers H est apparue à plusieurs 

reprise au sein de la VPg de la descendance du LMV-0-A602V-G617S-VPg1, indépendamment du fond  
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Figure C1 : Représe tatio  sché ati ue du réseau d’i teractions faisant intervenir la CI et ayant de 

possibles implications dans le contournement des résistances associées à eIF4E 

Les intéractions représentées ici ont été démontrées pour des pathosystèmes différents, aussi 

e tai esà d’e t esà ellesà ’o tà pasà té vérifiées dans le cas du pathosystème LMV/Laitue. Les 

interactions observées au sein de ce pathosystème sont : VPg-eIF4E (Michon et al., 2006 ; Roudet-

tavert et al. 2007), CI-eIF4E  et CI-VPg (Roudet-Tavert et al. 2012) et VPg-HC-Pro (Roudet-Tavert et 

al., 2007). Les interactions CI-HC-Pro et CI-P1 ont été démontrées dans le cadre d’ tudesàdeàdou leà
hybride sur des protéines du PVA (Guo et al 2001), et des interactions mutuelles entre CI, P1, HC-Pro 

et P3 ont été démontrées pour le tritimovirus WSMV (Choi et al., 2000).àL’i te a tio àe t eàHC-Pro et 

eIF4E ou eIF(iso)4E de N. tabacum et de pomme de terre a été démontré pour le PVA, le PVY et le 

TEV par Ala-Poikelaà età al.à .à E fi ,à l’i te a tio à uià s’ tablit entre la CI et P3N-PIPO a été 

démontrée par Wei et al (2010b) dans le pathosystème TuMV/N. benthamiana. Suite à ce stravaux, 

Vija apala iàetàalà àd o t e tà ueàl’a ageàdeàP N-PIPOàau àplas odes esàd’A. thaliana 

se fait par interaction de celle- iàave àlaàp ot i eàdeàl’hôteàPCaP .à  

Zilian et al., 

2011 

Bilgin et al., 2003 et 

Jimenez et al., 2006 
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g ti ueàdeàlaàlaitueàsu àla uelleàilàseà ultipliait.àáu u àpol o phis eà ’està o uààà etteàpositio à

au sein de la diversité naturelle du LMV, cependant cette mutation fait écho à la mutation N163Y de 

la VPg duàTuMVà uiàpe etàl’i fe tio àd’A. thaliana KO pour le gène eIF(iso)4E (Gallois et al., 2010). 

Ainsi nos résultats, en plus de démontrer la complémentarité des contournements associés à la CI-

Cte à età àà laà VPg,à o tà pe isà deà d o t e à l’i po ta eà deà deu à positio sà deà laà VPgà da sà eà

contournement, au-delà du pathosystème laitue/LMV. 

L’effetàdesà utatio s à ces positions dans la VPg du LMV- àai sià ueàd’aut esàpositio sà a didatesà

o te uesà g eà àà l’a al seà deà laà dive sit à ol ulai eà età iologi ueà d’isolatsà duà LMV,à està

actuellement étudié en génétique inverse par G. Tavert-Roudet. Les résultats qui en découleront 

permettront de décrire avec plus de précision la complémentarité entre la CI et la VPg en 

s le tio a tà lesà utatio sà d’i t tà àà i s e à da sà laà VPgà deà LMV-0 mutés dans leur CI, ou 

inversement.  

Malg à ela,àd’aut esà gio sàduàg o eàvi alàpeuvent influencer le contournement des résistances 

eIF4E. En effet, la P1 ayant été récemment démontrée comme responsable du contournement de la 

résistance eIF4E chez le pois (Nakahara et al., 2010) mais aussi la région centrale de la CI peuvent 

v ti àu eà e tai eài po ta e.àE àpa ti ulie ,àlaàp se eàd’u eàCIà hi i ueàda sàdesà lo esàdeàPVYà

o f eà auà vi usàu eà eilleu eà apa it à d’ volutio à ve sà laà vi ule eàe à favo isa tà l’a uisitio àde 

mutations de contournement dans la VPg (Montarry et al., 2011). Un phénomène comparable a été 

observé au laboratoire par Elise Redondo lors de sa thèse (2001) : des clones de LMV-0 dont la région 

centrale de la CI a été substituée par la région correspondante du LMV-Eàso tà apa lesàd’ volue àve sà

la virulence sur laitue résistante, contrairement au LMV-0. La reprise de ces travaux par L. Svanella a 

isà e à vide eà ueà etteà volutio à ve sà laà vi ule eà s’op eà àà ouveauà pa à l’a uisitio à deà

mutations dans la CI-Cter, de façon reproductible, au niveau des quatre positions précédemment 

ide tifi esà ,à ,à àetà .àCesà sultatsà o fo te tà l’i po ta eàdeà esàa idesàa i sà aisà

indiquent également que la CI centrale pourrait être impliquée dans le contournement. 

E àout e,àlaàp ot i eàCIàfaitàpa tieàd’u à o ple eà seauàd’i te a tio sàsh atis àe àFigu eàC ,àdo tà

chaque partenaire est un potentiel modulateur de son activité ou du contournement des résistances 

eIF4E.  

 

IV – Comment expliquer la durabilité de la résistance conférée par mo1 chez la laitue ? 

L’e semble de ces travaux a été réalisé dans une optique fondamentale visant à comprendre ce qui 

gitàl’ ta lisse e tàd’u eài fe tio àvi aleàauàsei àdeàlaituesà sista tes, en déterminant les acides  
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a i sàdeàlaàCIà i pli u s,à aisàaussià l’ tapeàduà leàvi alàp o a le e tà o e e.àE àout e,à esà

travaux peuvent être mis en perspective avec les données de diversité naturelle du LMV et apporter 

des informations pour la compréhension de la durabilité des résistances mo1 chez la laitue.  

E àeffet,à osàdo esàdeàg ti ueài ve seào tà o t à u’u eàseuleà utatio àda sàleàg o eàduà

LMV-0 (S621T) suffit pour le contournement de la résistance mo1 chez la laitue. Il apparaît donc 

fa ileàpou à leàvi usàdeàdeve i àvi ule t,àd’auta tàplusà ueà ousàavo sàpa àailleu sà o t à u’au u à

coût de fitness ne semble associé à cette mutation. Or, aucun isolat variant dérivé du LMV- à ’aà

émergé dans les populations naturelles du LMV en conditions de culture. Une hypothèse est que la 

transversion nécessaire à cette mutation (changement d’u eà p i idi eà ve sà u eà pu i e) est 

eau oupà oi sà f ue teà u’u eà t a sitio à ha ge e tà d’u eà pu i eà ve sà u eà pu i eà ouà

pyrimidine vers pyrimidine) comme cela a été estimé pour le PVY (Ayme, thèse de doctorat, 2005). Il 

faut noter par ailleurs que le coût de fitness évalué au sein de laitues sensibles dans nos expériences 

ne prend en compte ni la capacité du virus à être transmis par le puceron ni par la graine. Nos 

o ditio sàd’e p i e tatio sà eà efl te tàdo àpasàtotale e tàlaà alit àdes conditions au champ 

etàpou aità e pli ue àpou uoià ousà ’avo sàpasàvuà e ge àdeà LMV-0-S621T ou le LMV-0-A602V-

G “àe à o ditio sàd’i fe tio à atu elleàauà ha p. 

De plus, comme le montrent les données de diversité naturelle, la mutation G617S pourrait être 

essai eàààl’a uisitio àpa àleàvi usàd’aut esà utatio sàdeà o tou e e t.àCe iàpo teàdo àààdeu à

le nombre de mutations à acquérir avant de devenir virulent. Bie à ueàl’i t odu tio àdeàlaà utatio à

G617S dans le génome du LMV-0 ne soit pas suffisanteàpou à o f e àauàvi usàlaà apa it àd’ volue à

vers la virulence en contexte de résistance, il est troublant de noter que tous les isolats testés, 

poss da tàu eàGl i eàe à àso tài apa lesàd’ volue àve sàlaàvi ule eàetà ueà eu àposs da tàu eà

sérine le sont. Il est donc cohérent de voir que les isolats du groupe Most (mo1-breaking, seed 

transmitted) possèdent cette 617S, combinée aux deux autres mutations de contournement aux 

positions 602 et  621. Ces isolats récoltés principalement en Amérique du sud sont capables de se 

multiplier sur les variétés mo11 et mo12 et d’ t eàt a s isàpar la graine, provoquant des symptômes 

sévères que ce soit sur les variétés sensibles et les variétés résistantes (Krause-Sakate et al., 2002; 

Svanella et al., en préparation). L’ e ge eà auà iveauà o dialà des LMV-Most pourrait donc 

entraîner des dommages économiques e à s’atta ua tà au à ultu esà aisà aussià e à favo isa tà

l’appa itio à d’isolatsà e o i a tsà au à p op i t sà iologi ues et épidémiologiques inédites et 

pote tielle e tàdo agea les.àToutà e iàsoulig eà l’i po ta eàduà o t ôleàduàLMV-Most par des 

mesures prophylactiques strictes tellesà ueàlaà e tifi atio àdesàg ai esàsa sàvi us,à uiàpou àl’i sta tàseà

montrent efficaces. 
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La question qui se pose est de d te i e àl’o igi eàdeà esàisolatsàdeàt peàMost.à“elo à osà sultatsàilà

està peuà p o a leà u’u à isolatà appa te a tà auà g oupeà COMMONà aità t à apa leà d’ volue à ve sà laà

virulence sur laitue résistante. Ainsi les isolats Most pou aie tà sulte àdeàl’ volutio  d’isolatsà o à

laitueàve sà leà o tou e e t.àCepe da t,à l’o ga isatio àe à luste sàdeà l’a eàph log ti ueàLMVà

se leà i di ue à u’ilà e isteà t sàpeuàd’ ha gesàe t eà o pa ti e tsà laitue,à auvaisesàhe esàetà

plantes ornementales. Nous manquons de données concernant les insectes vecteurs présents sur ces 

diff e tesàpla tes,à aussià ilà se aità i t essa tàd’ tudie à età aspe tà uià o ditio eà laàpossi ilit à deà

t a sfe tàd’isolatsà o àlaitueàve sàdesàlaituesà ultiv es.à 

En parallèle de cette thèse, un projet financé par le département SPE (DIDYPOT) mené par B. Moury 

(INRA-Avignon), et le groupe Etiologie de notre laboratoire, visait à étudier le rôle potentiel joué par 

les plantes hôtes non cultivées (adventices) dans les épidémies de potyvirus (et en particulier le rôle 

de moteur évolutif que ces hôtes peuvent avoir en sélectionnant des variants viraux potentiellement 

vi ule ts .à L’a al seàdeà laàdive sit à desàpopulatio sàdeàpot vi usà uat eàp l ve e tsà alis sà su à

deu à sitesà g og aphi uesà p sà deà Bo deau à età d’ávig o ,à au à a o dsà deà ha psà deà laituesà età deà

pi e ts à aà o t à u’au u à isolatàdeà LMVà ’aàété détecté dans les plantes adventices (détection 

alis eà e à ELI“áà ouà pa à tag o i ue ,à o t ai e e tà àà laà d te tio à d’isolatsà deà PVYà da sà

plusieu sà esp esà d’ave ti es.à Toutefois,à desà isolatsà deà LMVà o tà d jàà t à d te t sà su à desà

Osteospermum dans des massifs ornementaux en France, et des rares exemples de contournement 

de résistance (mo11) ont été décrits pour les isolats LMV-1 et LMV-9, probablement issus du 

o pa ti e tà o à ultiv ,à aisà ’o tàpasà t àa o pag sàdeàv ita leà pid ie. 

Tous ces résultatsàvo tàda sàleàse sàd’u eàfai leàp o a ilit àd’ e ge eàd’isolatsàvi ule tsàdeàLMVààà

pa ti àd’adve ti es,àe à o te teàdeà ultu eàe àF a e.àDeàplus,àleàs st eàdeà e tifi atio àdesàg ai esà

e à F a eà està o sid à o eà fia leà età t sà peuà d’ pid iesà so tà li esà àà l’i po tà deà g ai esà

i fe t es.àIlààse aitàalo sài t essa tàdeà e e à eàge eàd’ tudesàda sàd’aut esà gio sàg og aphi uesà

oùàl’utilisatio àdeàg ai esà e tifi esà ’estàpasàs st ati ue,àetàoùàlaàp odu tio àdeàg ai esàdeàlaituesà

est artisanale. Ce genre de situation est présent en particulier au Chili, important producteur de 

graines, où ont été détectés les isolats non-laitueà apa lesàd’ volue àve sàlaàvi ule eàe à o te teàdeà

résistance dans nos expériences menées au laboratoire. Ces conditions mettant en présence plantes 

adve ti esài fe t esàetàlaituesà ultiv esà o stitue aie tàalo sàu à eauà od leàd’ tudeàdesà ha gesà

entre compartiment cultivé et compartiment sauvage.  
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I- Matériel biologique et conditions de culture 

A) Virologie 

Matériel végétal et viral 

Lesà e p ie esà alis esà lo sà deà etteà th seà l’o tà t à su à desà pla tesà ultiv esà e à se e,à àà u eà

température maintenue proche de 25°C et un éclairement de 16h par jour. Deux variétés sensibles 

de laitue (Lactuca sativa) ont été utilisées lors de ce travail : les laitues Trocadéro et Salinas, ne 

poss da tàau u àg eàdeà sista eà o uàauàLMV.àL’a al seàduàph ot peàdeà o tou e e tàdesà

résistances des clones recombinants de LMV a été réalisée par inoculation de plante résistantes 

Mantilia (résistance mo11) et Salinas 88 (résistance mo1²). 

Laà pla teà od leà utilis eà pou à lesà e p ie esà d’ag oi filt atio à està Nicotiana benthamiana, 

également sensible au LMV.  

Seul un isolat de LMV issu de la diversité naturelle a été utilisé lors de cette étude : le LMV-0, isolat 

od le,à uià ’i fe teà ueàlesàpla tesàse si les,àfou iàpa àH.àLotà IN‘á,àMo tfavet . 

Propagation de virus par inoculation mécanique 

Les feuilles de jeunes plants de laitue sont inoculées par frottement avec un broyat de feuilles 

infectées dans 3 volumes p/v de tampon Na2HPO4 25mM, DIECA 0.2%, de carborundum et de 

charbon végétal. Le matériel nouvellement infecté peut alors être utilisé pour une nouvelle 

inoculation ou conservé à 4°C après lyophilisation.  

Propagation de virus par inoculation biolistique 

L’i fe tio à vi aleà d’u eà pla teà peutà t eà e eà a tifi ielle e tà ap sà avoi à faità p t e à u à áDNà

plasmidique viral dans les cellules végétales. Le plasmide contenant le génome du virus cloné sous 

fo eà d’áDN à età sousà o t ôleà d’u à p o oteu à deà t a s iptio à “à età d’u à te i ateu à deà

t a s iptio àNO“,àestài o ul àpa à iolisti ue.àL’áDN àestàalo sàt a s itàe àá‘Nàvi al,àdo a tàlieuààà

laàt adu tio àdesàp ot i esàvi alesàetàààl’i fe tio àdeàlaàpla te. 

Cette inoculation est réalisée par bombardement biolistique in-planta, en projetant sous pression 

d’H liu àdesà illesàd’o àe o esàd’áDNàplas idi ue.àCetteà te h ologieà ai sià ueà leàp oto oleàdeà

préparation du matériel sont fournis par Bio-‘ad.à gà deà illesà d’o à deà à µm de diamètre sont 

suspe duesàda sà µlàdeàspe idi eà M àpuisà isesàe àp se eàdeà µgàd’áDNàplas idi ue.à

Le-dità áDNà està p ipit à su à lesà illesà d’o à pa à ajout,à sous agitation, de 100µl de CaCl2 (1M) et 

incubation 10min à température ambiante. Après à i çagesàave à làd’ tha olàa solu,àlesà illesà 
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Antibiotique Concentration finale Sélectionne 

Ampicilline 100 µg/ml LMV-0k7 et dérivés 

Kanamycine 50 µg/ml pDONR, pENTR 

Streptomycine 50 µg/ml 

pB7WGR2, pB7RWG2, 

pGWB706, pGWB705 

E. coli 

Spectinomycine 50 µg/ml 

pB7WGR2, pB7RWG2, 

pGWB706, pGWB705 

A. tumefaciens 

Rifampicine 50 µg/ml 
Chromosome bactérien  

A. tumefaciens 

Gentamycine 20 µg/ml 
Plasmide Ti pMP90  

A. tumefaciens 

 

Tableau M.1 : Récapitulatif des antibiotiques utilisés lors de la thèse 

“u à eà ta leauà so tà d taill sà lesà ve teu sà po teu sà deà laà sista eà àà l’a ti ioti ueà it à età laà
concentration à utiliser au sein du milieu de culture pour la sélection des colonies transformées.  
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so tà esuspe duesàda sà µlà d’u eà solutio àdeàPVP-éthanol (50µg/ml). La solution ainsi obtenue 

est introduite dans un tube en plastique « Tefzel Tubbing »à uiàestàs h àsousàflu àd’azote.àLeàtu eà

ai sià ouve tàd’o àestàd oup àe àu eàdizai eàdeà a tou hesà uiàso tà i s esàda sà leà a illetàd’u à

pistolet à particule « Helios Gene Gun ».àLo sàduà o a de e t,àlesàpa ti ulesàd’o àso tàp opuls esà

su àleàtissuàv g talàpa àu àflu àd’h liu ààà psi.ààà 

B) Microbiologie 

Milieux de culture 

Tousàlesà ilieu àdeà ultu eào tà t àp pa sàave àdeàl’eauà idistill eàMilli  puis autoclavés à 121°C 

pendant 20min. Les antibiotiques sont ajoutés ap sà ef oidisse e tà duà ilieuà afi à d’ vite à

l’i a tivatio àdeà eu -ci par la chaleur, selon les concentrations précisées dans le Tableau M.1.  

Les bactéries sont cultivées en milieu riche LB (Lysogeny Broth) à 37°C pour E. coli et 28°C pour A. 

tumefasciens. Les cultures liquides sont agitées à 180 rpm dans des récipients pouvant accueillir au 

moins 3 fois le volume de culture, pour assurer une bonne oxygénation du milieu. Les milieux solides 

sont obtenus par ajout de 15g/l de bacto-agar.  

Les cultures de levure sont incubées en milieu YPD (1% « eastà e t a tàDif o™,à %à a toàpepto eà

Dif o™,à %à D-glucose) à 30°C. Après transformation, les levures sont sélectionnées sur milieu 

minimum (Minimal SD Base, Clontech) supplémenté en acides aminés, excepté le tryptophane 

(0,074% -Trp Do supplement, Clontech). Les cultures liquides sont maintenues sous agitation 

soute ueà à p à da sà desà ipie tsà laissa tà passe à l’ai à pou à li e à lesà gazà issusà deà laà

fermentation.  

 

Souches microbiologiques 

Toutes les souches bactériennes ou de levures sont conservées à longue durée sous la forme de 

stocks glycérolés préparés à partir de culture liquide à saturation dans laquelle on ajoute du glycérol 

à 15% final avant de les placer à -80°C dans des cryotubes. Avant utilisation, les cultures sont ré-

étalées sur milieu solide et cultivées à la température adéquate.  

Bactéries utilisées pour le clonage 

La bactérie Gram (-) Escherichia coli a été utilisée comme organisme de clonage lors de ce travail. Les 

souches employées, XL1-blue, DH10B et DH5α présentent les génotypes et caractéristiques suivants : 

XL1-blue (Stratagene): recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB lacIqZ_M15 Tn10 

(Tetr)]. 
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Cette souche de bactérie, propagée en routine au laboratoire et rendue électro-compétente, est 

utilisée pour la majorité des transformations réalisées lors de ce travail, particulièrement pour 

p opage àl’áDNàplas idi ueàe t aitàdeàlevu e,àsuiteàààlaà e o i aiso àho ologue 

ElectroMAX DH10B (Invitrogen) : F- mcrA ∆ -hsdRMS-mcrBC) φ la )∆M  ∆la X 4 e á  end A1 

ara D139 ∆ ara, leu)7697 galU galK - rpsL nupG 

Cette souche commerciale électro-compétente à taux de transformation très élevé, est utilisée en 

second recours lorsque les transformations de XL1 ne do e tà pasà lieuà àà u à tau à d’effi a it à deà

transformation satisfaisant. 

DH5αà(Invitrogen) : supE44 DlacU169 (f80lacZ DM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1.  

Cette souche commerciale chimio-compétente est utilisée pour les transformations par choc 

thermique des produits de ligation.  

 

Bactéries utilisées pour la transformation de plantes 

Agrobacterium tumefaciens est une bactérie phytopathogène qui a pour particularité de posséder un 

plasmide de transfert (plasmide Ti) contenant des gènes tumoraux, situés entre une bordure droite 

etàu eà o du eàgau he.àLo sàdeàl’i fe tio àdeàlaàpla teàpa àA. tumefaciens, au niveau de blessures, la 

bactérie, par le biais des protéines codées par ses gènes de virulence, excise le matériel génétique 

situé entre les bordures droite et gauche du plasmide T et les introduit au sein du génome de la 

pla te,à deà a i eà di e tio elle.à Laà sou heà d’ag o a t ieà utilis eà lo sà deà etteà tudeà està u eà

souche nommée C58C1, possédant un plasmide pMP90 « désarmé », dépourvu de ses gènes 

tumoraux, mais qui contient les gènes de virulence et présente la résistance à la gentamycine. Le 

chromosome bactérien possède le gène de résistance à la rifampicine. Une fois transformée avec un 

plas ideà i ai eà o te a tàlaàs ue eàd’áDNàd’i térêt délimitée par les bordures gauche et droite, 

la bactérie est alors capable de transférer cette séquence vers le génome végétal en utilisant les 

gènes de virulence apportés en trans par le plasmide helper.  

Levures utilisées pour la recombinaison homologue 

Laà sou heà deà levu eà utilis eà pou à assu e à laà e o i aiso à ho ologueà d’áDNà dou leà i à

chevauchant est Saccharomyces cerevisiae YPH501, auxotrophique pour le tryptophane (Sikorski and 

Hieter, 1989). 

 

II-  Ma ipulatio  d’acides ucl i ues  

A) Les ADN polymérases ADN dépendantes 
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Différentes ADN polymérases ont été utilisées lors de cette étude, en fonction du type de produit 

PC‘à àà o te i .à Lesà o ditio sà d’a plifi atio à utilis esà o espo de tà àà ellesà p o is esà pa à leà

fournisseur 

La Dynazyme II est une polymérase thermostable utilisée en routi e.à Elleà està d iv eà deà l’áDNà

polymérase de Thermus brockianus età poss deà u eà a tivit à pol aseà ’ ’à aisà aussià

e o u l aseà ’ ’àet ’aàpasàdeàs st eàdeà« proof-reading ».   

Laà Phusio ™à High-Fidelit à DNáà Pol e aseà Fi z es à està d iv eà deà l’áDNà polymérase de type 

Pyrococcus à laquelle un domaine de fixation à l'ADN a été rajouté pour augmenter son efficacité de 

synthèse. 

La Pfu ADN polymérase (Stratagene) isolée de Pyrococcus furiosus possède une activité 

exonucléasique correctrice 3'5' qui rend la polymérisation plus fiable 

L’adva tageàHD (Clontech) est une polymérase à haute fidélité qui possède un mécanisme de proof-

eadi gàli àààso àa tivit àe o u l aseà ’ ’.à“aàhauteàsp ifit àestàdeàplusàassu eàpa àsaàliaiso àààu à

anticorps dit « Hot Start », qui inhibe la polymérisation à température ambiante afi à d’ vite à laà

production de fragments suite à une mauvaise hybridation des amorces. Elle est capable 

th o i ue e tàdeàs th tise àdesàf ag e tsàalla tàjus u’àà k .à 

La PrimeStar® GXL (TaKaRa) est égale e tàu eàe z eàààhauteàfid lit àpe etta tàl’a plifi atio àdeà

f ag e tsàalla tàjus u’àà k àe àth o ie.àElleà fi ieà gale e tàduàs st eà« Hot Start ». 

B) Purification de produits PCR 

Lo s ueàleàp oduitàPC‘ào te uàseàp se teàsousàlaàfo eàd’u eà a deànette après migration sur gel 

d’aga ose,à elui- iàpeutà t eàpu ifi àsu à olo eàààl’aideàduàkitàM“B®à“pi àPC‘apa eà “t ate àafi àdeà

le débarrasser du tampon, des amorces et des dNTP restants.  

Lo s ueà plusieu sà a desà so tà visi lesà su à gelà d’aga oseà ap s PCR, la bande correspondant au 

f ag e tàd’i t tà peutà t eàpu ifi eà su à gel.à Pou à ela,à u à gelà d’aga oseàave àdeà g a dsàpuitsà està

réalisé, afin de charger dans un seul puits la totalité de la réaction de PCR. Après migration et 

séparation nette du fragme tàd’i t tàetàdesàf ag e tsàpa asites,à leàgelàestàd oup àsu àu eàta leà

UV. Le fragment PCR contenu dans ce morceau de gel peut alors être extrait en utilisant le kit 

GeneClea ®à MPà Bio edi als .à Cetteà te h i ueà aà u à t sà fai leà e de e t,à ’està pou uoi il sera 

toujou sà p f a leà da sà u à p e ie à te psà d’essa e à d’opti ise à lesà o ditio sà de PCR afin de 

s’aff a hi àdeà esà a desàsu u ai es.àà 

C) Digestio  par des e z es de restrictio  d’u e atrice ADN 

Lesàdigestio sàe z ati uesàd’áDNàplas idi ueàouàdeàp oduitsàd’a plifi atio àPC‘àpe ette tàdeà

vérifier la validité de ces derniers. Elles sont réalisées avec les enzymes de restriction adéquates, sur  
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Nom du clone obtenu Vecteur de clonage Utilisation Disponible/généré 

Vecteurs Gateway    

pDONR-CI-STOP  pDONR 221 

Ve teu sàd’e t e 

Disponible 

pENTR CI-Cter-STOP 

pENTR-D-TOPO 

Disponible 

pENTR CI-Cter-mut Généré 

pENTR PIPO-STOP Généré* 

pENTR PIPO-mut Généré* 

pENTR VPg-STOP Disponible 

pENTR-VPg-mut Disponible 

pENTR-4E1-STOP Disponible 

pENTR-4E1-mut Généré* 

pENTR-4E2-STOP Généré* 

pENTR-4E2-mut Généré* 

GFP-CI pGWB706 

Agroinfiltration / 

Localisation subcellulaire 

Généré 

GFP-CI-Cter pGWB706 Généré 
CI-Cter-GFP pGWB705 Généré 

RFP-PIPO pB7WGR2 Généré* 

PIPO-RFP pB7RWG2 Généré* 

RFP-VPg (LR31) pB7WGR2 Disponible 

VPg-RFP (LR43) pB7RWG2 Disponible 

RFP-4E1 pB7WGR2 Généré* 

RFP-4E2 pB7WGR2 Généré* 

PIPO-TuMV-GFP pGWB705 Fourni par A. Wang 

Clones ADNc complet    

LMV-0K7 

LMV-0K7 

Biologie, Evolution, 

Compétition 

Disponible 

LMV-0-A602V Disponible 

LMV-0-G617S Généré 

LMV-0-S621T Disponible 

LMV-0-S627T Disponible 

LMV-0-A602V-G617S Généré 

LMV-0-A602V-S621T Disponible 

LMV-0-A602V-A627T Disponible 

LMV-0-G617S-S621T Disponible 

LMV-0-G617S-A627T Disponible 

LMV-0-A602V-G617S-S621T Disponible 

LMV-0-G617S-S621T-A627T Généré 

LMV-0-A602V-G617S-VPg-LMV1 Complémentarité VPg/CI Généré 

LMV-0-A602V-G617S-S621T-A627T Non infectieux (2 clones) Généré 

LMV-0-A602V-G617S-S627T Non infectieux (1 clone) Généré 

LMV-0K7-GFP Localisation du virus 

/suivi du mouvement 

Généré 

LMV-0K7-mcherry Généré 

LMV-0-A602V-GFP 

Suivi du mouvement 

Généré 

LMV-0-S621T-GFP Généré 

LMV-0-A602V-G617S-GFP Généré 

LMV-0-A602V-G617S-S621T-GFP Généré 

 

Tableau M.2 : Récapitulatif des clones  utilisés lors de cette thèse 

Les vecteurs marqués d’u  ast is ueào tà t àg sàave àl’aideàdeàMo ikaàFe u -Moura lors de sa 

venue au laboratoire. 
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gà d’áDN,à e à p se eà deà à u it sà d’e z esà età ap s hà d’i u atio à àà laà te p atu eà

préconisée. 

 

III- Techniques de clonage et de transformation 

L’e se leàdesàve teu sàutilis sàlo sàdeà ette thèse est détaillé dans le Tableau M.2. 

A) O te tio  des clo es d’ADNc co plet i fectieu  - Recombinaison homologue chez la 

levure 

Les clones infectieux de LMV et leurs mutants dérivés sont obtenus par PCR mutagène couplée à la 

recombinaison homologue chez la levure. Cette stratégie de clonage repose sur la capacité de la 

levu eààà e o aît eàdesà oupu esàdeà l’áDNàauà iveauàde zones chevauchantes. La recombinaison 

homologue, appelée aussi « gap repair » consiste donc en la réparation de ces coupures par 

réassociation des fragments chevauchants (Kostrub et al., 1998) (Figure M.1). Ces fragments 

chevauchants sont générés ici par PCR.  

Mutagénèse dirigée dans la CI 

La séquence CI-Cter mutée est obtenue par deux PCR mutagènes chevauchantes (« PCR CI », A et B 

Figure M.1.) sur environ 30nt au niveau de la mutation à insérer. Lorsque cela était possible, des 

mutations synonymes ont été introduites dans le but de générer des sites de reconnaissance par des 

enzymes de restriction pour faciliter le criblage ultérieur des clones obtenus. Les deux PCR A et B de 

4 àp àetà 4 àp à espe tive e tàso tàdo à alis esàe àpa all leàààl’aideàdeàlaàpol aseàPhusio ™à

de Thermo Scientific® avec une température de 2°C au-dessous de la température de fusion des 

a o esàetàu àte psàd’ lo gatio àdeà4 se . 

Le reste du vecteur LMV-0K7 est amplifié par 2 PCR longue-distance chevauchantes entre elles (C et 

D Figure M.1) et avec les deux « PCR CI »àsu àu eà lo gueu àd’e vi o à t.àCesàPC‘àd’e vi o à k à

sont réalisées avec la polymérase Advantage® HD (Clontech) ou la polymérase Primestar® GXL 

Taka a ,à àà laà te p atu eàd’h idatio àdi t eàpa à leà T àdesà a o esà Ta leauàM. àetà ave àu eà

élongation de 9min à 68°C.   

Chacun des fragments PCR est purifié séparément avec le kit MSB® Spin PCRapace (Invitek) afin de 

permettre leur dosage par mesure de la densité optique à 260 nm, en vue de la transformation des 

levures.    
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Figure M.1 : Stratégie de mutagénèse dirigée couplée à la recombinaison chez la levure 

Les produits de la PCR mutagène (mutation représentée par un astérisque) et des PCR longue 

distance visant à amplifier le vecteur sont co-transformés dans la levure qui va reconnaître les zones 

de chevauchement et permettre ainsi de « religuer » les fragments ensemble par recombinaison 

homologue.  
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Insertion de sé ue ce au sei  d’u  clo e co plet d’ADNc de LMV 

áfi àd’i s e àdesàs ue esàe og esàauàsei àdesàve teu sàd iv sàduàLMV-0K7, codant pour la GFP, 

la mcherry ou la VPg du LMV-1, chacune de ces séquences est amplifiée avec des amorces dont les 

extrémités flotta tesà so tà o pl e tai esà desà gio sà duà g o eà duà LMVà e ad a tà l’i se tio à

Figu esà . ,àChapit eà .àCe iàestà alis àààl’aideàdeàlaàpol aseàhauteà fid lit àPhusio ™àave àu à

te psàd’ lo gatio à o espo da tàààlaàtailleàduàf ag e tààào te i à pou àu eàvitesseàd’ lo gatio àdeà

1kb/min).  

Le vecteur est quant à lui amplifié sous forme de deux PCR chevauchantes entre elles et avec les 

extrémités flottantes des amorces sus-citées (Figure 2.1), ménageant une ouverture dans le plasmide 

auà iveauà duà siteà d’i se tio .à Ilà s’agità deà a tio sà deà PC‘à lo gueà dista eà alis esà ave à laà

polymérase Advantage® HD (Clontech) ou la polymérase Primestar® GXL (Takara).  

Chacun des fragments PCR est purifié séparément avec le kit MSB® Spin PCRapace (Invitek) afin de 

permettre leur dosage en vue de la transformation des levures.    

Transformation de levures 

Le mélange des trois ou quatre fragments ADN chevauchant obtenus par PCR est transféré dans la 

souche de levure YPH501 par transformation par choc thermique dans un tampon « LiAc » (10 mM 

Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA, 100 mM acétate de lithium). 

La veille, une pré-culture de 5mL de levure est préparée avec du milieu YPD non sélectif et placée à 

30°C sous agitation (250 rpm) Le jour même, 25 ml de milieu YPD sont ensemencés avec cette 

préculture puis placés à 30°C sous agitation. Lorsque la DO600nm de la culture atteint une valeur de 

. ,à laà ultu eà està e t ifug eà àà à p à pe da tà à i .à áp sà deu à lavagesà ave à à Là d’eauà

distillée stérile autoclavée, le culot est repris dans 500 mL de tampon « LiAc ». Après centrifugation à 

5000 rpm pendant 5 min, le culot est à nouveau repris dans 500 mL de tampon « LiAc ».  

Pou à laà t a sfo atio à desà levu es,à leà la geà suiva tà està o stitu à :à à μgà d’áDN entraîneur 

solutio àd’áDNàdeàsperme de saumon « Stratagene » dénaturé au préalable par chauffage), àμLà

d’áDNà o espo da tàauà la geà même concentration molaire pour chaque fragment), 100 mL de 

levures resuspendues dans le tampon « LiAc », et 700 mL de tampon « PEG/LiAc » [10 mM Tris-HCl 

pH 8, 1 mM EDTA, 100 mM acétate de lithium, 40 % (p/v) de polyéthylène gl olà PEG ].àL’e se leà

est homogénéisé par pipetages successifs, puis incubé pendant 2 h à 30°C sous agitation forte à 250 

rpm. La transformation se fait alors par choc thermique pendant 15 min à 42°C. Les levures sont 

ensuite centrifugées 5 min à 5000 rpm, lavées avec 400 mLà d’eauà distill eà st ileà auto lav eà puisà

centrifugées 5 min à 5000 rpm. Le culot est repris dans 400 mLàd’eauàdistill eàst ileàauto lav e.àU à 
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Couple 

d'amorces 
Sequence  Utilisation Tm (°C) 

05762p         

06419m 

TTCCAAACAGTMACAGC                                          

CCATTGTTTTCCCTGTGAG 

Séquençage CI-

Cter  
56 

06197p          

06939m 

CGTTATCGACAAAGCAAG                                         

ACGTATTCACCATGTCTCG 

Séquençage 

VPg  
56 

05416p         

06117m 

CAGTTCAAGTTGAAGGAATCAGACATC                             

CTTTGCCGTTTATTACCTTTCCTTGG 

Amplification 

CI-Cter  
55 

0mut5871p 

0mut5871m 

AAAAACTGCAGGTAGTCAGAGACAC                                

CTGACTACCTGCAGTTTTTGC 

Mutagénèse 

A602V 
55 

0mut5957p 

0mut5957m 

GACATGGAGACAACGCAGAAATTGGCAGAG  

CTCTGCCAATTTCTGCGTTGTCTCCATGTC 

Mutagénèse 

A627T 
55 

0mut5927p  

0mut5927m 

TGCCAGGCTGGAACTAGTGACGGGGGTTCC 

GGAACCCCCGTCACTAGTTCCAGCCTGGCA 

Mutagénèse 

G617S  
55 

pENTRP3p         

FusPIPOm 

CACCATGGGGGAACCAGATAAAGCACCC         

CCATGAGATAACTTTTTTCTTATGAGTTCATTCTTCTG 

Mutagénèse 

PIPO amont 
60 

pENTpipomutm        

FusPIPOp 

ACTCTCTTTACTGCGCCTGAGC          

CAGAAGAATGAACTCATAAGAAAAAAGTTATCTCATGG 

Mutagénèse 

PIPO aval 
60 

pENTpipostop         

FusPIPOp 

CTAACTCTCTTTACTGCGCCTGAGC  

CAGAAGAATGAACTCATAAGAAAAAAGTTATCTCATGG 

Mutagénèse 

PIPO aval 
60 

P54mutAp            

P54mutAm 

ATCGATGTCATTTATCACCAGGATCCAGCT                  

AGCTGGATCCTGGTGATAAATGACATCGAT   

Mutagénèse 

Quickchange 
55 

P1rev          

09095p 

GTATTGAACCATACGGTGCGTGATGGAG           

GCGGATCCAAAGGATAATATCATCACAGAG 

PCR longue 

distance 
68 

HCfwd          

9095m 

AGCGACGTCGCACGAAACTTCTGGAACGGA  

CTCTGTGATGATATTATCCTTTGGATCCGC 

PCR longue 

distance 
68 

P1GFPp  

HCClivGFPm 

CTCCATCACGCACCGTATGGTTCAATACAGTGATGTAAGTAAAGG

AGAAGAACTTTTCA 

TGCGACGTCTCCGGACTGGTGGTATACTTCGTCTTTGTATAGTTCA

TCCATGC 

Amplification 

GFP 
60 

P1mcherryp  

HCClivmcherrym 

CTCCATCACGCACCGTATGGTTCAATACAGTGATGTAGTGAGCAA

GGGCGAGGAGGATA  

TGCGACGTCTCCGGACTGGTGGTATACTTCGTCCTTGTACAGCTCG

TCCATGC 

Amplification 

mcherry 

60 

6k2rev         

14500p 

TTGGTGTCGAACTGCATCAGC                                      

TCCACACCTCCGCTTACA  

PCR longue 

distance 
58 

Profwd             

14500rev 

AGCAAAACACTGTTCAGGGGC                                     

TGTAAGCGGAGGTGTGGAGAC  

PCR longue 

distance 
62 

Vpgaval               

VPgamont 

GCCCCTGAACAGTGTTTTGCTTTCGTGCTTTACAGGGAT         

GCTGATGCAGTTCGACACCAAGGCAAAGGTAAACGGCAA              

Amplification 

VPg LMV-1 
60 

 

Tableau M.3 : Amorces utilisées lors de la thèse 

Les « mismatch » entre laàs ue eàdeàl’a o eàetà elleàdeàlaà at i eàsont soulignés en noir. 
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volume de 250 mL de ces cellules est e suiteà tal àave àdesà illesàdeàve eà Øà .4 àμ àsu àu eà oîteà

de Pétri contenant du milieu sélectif CAU dépourvu de tryptophane puis placé dans une étuve à 30°C. 

Ext actio  d’ADN plas idi ue à pa ti  de cultu e de levu es 

L’áDNà plas idi ueà desà levu esà t a sfo esà està e t aità e à vueà deà l’utilise à pou à t a sfo e à desà

bactéries E. Coli afi àd’e ào te i àun plus grand nombre de copies.  

Les plasmides sont extraits à partir d'une culture de levure en phase stationnaire (2 mL de milieu 

s le tifàe se e àààpa ti àd’u eà olo ieàdeàlevu e àa a tàpouss ààà °Càsous agitation à 250 rpm 

pendant 24h. Les cellules sont sédimentées par centrifugation pendant 5 min à 15000 g à 

température ambiante. Le surnageant est éliminé avant de resuspendre le culot de levures avec 

100µl de tampon de resuspension (67mM KH2PO4 à pH 7,5, stérile) par agitation au vortex. La paroi 

desà ellulesàestàdig eàpe da tà hààà °Càsuiteàààl’ajoutàdeà àU de Zymolyase® (amsbio). La réaction 

deàdigestio àestà stopp eàpa à l’ajoutà deà ta po àdeà l seà NaOHà . Nàetà “D“à %  qui va conduire à 

l’ late e tàdesà ellules.àLesàd isà ellulai esàso tà« culottés » par centrifugation à 4°C durant 10 à 

15min à 15000g. Le surnageant est transféré dans un microtube propre età l’áDNà o te uà està

précipité par ajout de 2 volu esàd’ tha olàa solu froid. La précipitation est favorisée en plaçant les 

tubes à -20°C pendant une heure.àL’áDNàp ipit àestàalo sà o e t àpa à e t ifugatio àde 5min à 

4°C à vitesse maximale. Le surnageant est éliminé et le culot rincé ààl’ thanol 70% puis séché. Enfin, 

l’áDNàestàsolu ilis àda sà µlàd’eauàMilli àst ileàava tàd’ t eàutilis àpour transformer des bactéries 

Xl1 par électroporation.   

B) Mutatio  po ctuelle d’u  vecteur d’i tér t – Protocole Quick Change® II site-directed 

mutagenesis  

Leàkità ui kàCha ge®àIIà ágile t àpe etàd’i s e àauàsei àd’u àve teu àdeàpetiteàtailleàu eà utatio à

ponctuelle par PCR mutagène amplifiant la totalité du vecteur puis ligation du produit PCR au sein de 

la bactérie XL1 (Figure M.2). Les deux amorces de la PC‘,à d’e vi o à t,à so tà hevau ha tesà età

e ad e tàleà u l otideààà ute .àái si,àsuiteàààlaàPC‘à alis eàààl’aideàdeàlaàpol aseàPfuUltra, nous 

o te o sàdesàp oduitsàd’a plifi atio àdeàlaàlo gueu àduàve teu à uiàaàse viàdeà at i eàdeàPC‘àetàau à

extrémités chevauchantes. Le programme de PCR ne compte que 18 cycles avec une température 

d’h idatio àdeà °Càetàu eà lo gatio ààà °Càdeà i /k .à 

Leà p oduità d’a plifi atio à està pa à laà suiteà sou isà àà u eà digestio à e z ati ueà pa à l’e z eà deà

restriction Dpn1.à Cetteà e z eà oupeà e lusive e tà desà ol ulesà d’áDNà th l esà auà sei à

des uellesàelleà e o aîtàlaàs ue eàGáTC.àCetteàdigestio àpe etàalo sàd’ li i e àleàve teu àa a tà

se viàdeà at i eàààlaàPC‘àsa sàalt e àlesàp oduitsàd’a plifi atio àPC‘à uià eàso t pas méthylés.  
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Figure M.2 : Stratégie QuickChange® mutagenesis (Agilent) 

Ceci est le schéma fourni par Agilent, décrivant la stratégie de mutagénèse. La position à muter est 

symbolisée par des cercles concentriques, le vecteur est tracé en trait noir épais alors que le 

fragment PCR est tracé en trait noir fin.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure M.3 : Illustration de la méthode Gateway™ 

“ h asàdispo i lesàsu àleàsiteàd’I vit oge ,àe pli ua tàleàp i ipeàdesà a tio s de BP et LR clonage 

pou àleàt a sfe tàd’u eàs ue eà oda teàve sàu à lo eàd’e t eàouàdeàdesti atio . 
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Enfin, 1µL du produità d’a plifi atio à està utilis à pou à t a sfo e à lesà a t iesà XL à Blueà pa à ho à

the i ueà4 se ààà4 °C.àC’estàauàsei àdeàlaà a t ieà ueàleàf ag e tàPC‘àestà eligu àe àu àve teu à

entier porteur de la mutation. Les bactéries transformées alors sont sélectionnées par étalement sur 

ilieuàg los àLBà o te a tàl’a ti ioti ueàapp op i .à 

C) E tractio  d’ADN plas idi ue à partir de cultures de actéries 

Les plasmides sont extraits par la méthode de la lyse alcaline (Sambrook et al., 1989) ààpa ti àd’u eà

culture bactérienne en phase stationnaire. Les plasmides recombinants destinés au séquençage ou à 

u àsto kageàdeàlo gueàdu e,àso tàe t aitsàààl’aideàduàkitàWiza d®àPlusà“VàMi ip epsàDNáàPu ifi atio à

System (Promega). Cette méthode, plus rapide, basée sur la chromatographie sur colonnes de silice 

pe etàd’o te i àu àplusàg a dà iveauàdeàpu et . 

D) Obtention de vecteurs agroinfiltrables - Technologie Gate a ® I vitroge ™  

Lesà e p ie esà deà lo alisatio à su ellulai eà desà p ot i esà d’i t tà o tà t à alis esà pa à

agroinfiltration de vecteurs permettant l’e p essio àdeàlaàp ot i eàfusio eàààu àfluo opho e.àCesà

ve teu sà so tà issusà deà laà te h ologieà Gate a à uià eposeà su à l’i se tio à deà laà s ue eà oda teà

d’i t tà da sà u à ve teu à dità « d’e t e », et le transfert de cette séquence depuis le vecteur 

d’e t eàve sà ’i po teà uelàve teu àdità« de destination » par simple recombinaison (Figure M.3). 

Ce iàpe etàd’ vite àlesà lo agesààà p titio . 

Vecteu  d’e t e 

Lors de mon arrivée en thèse, plusieurs vecteurs de destination recombinants étaient déjà 

dispo i lesà Ta leauàM. à aisà e tai sàd’e t eàeu àdu e tà t eà lo s.àC’estàleà asàdeàlaàs ue eà

codant pour la fusion P3N-PIPOàave àouàsa sà odo à“TOPàààso àe t it à ’.àCeà lo ageà essiteà

d’i t odui eàu à u l otideàsuppl e tai eàda sàlaàs ue eàd’i t t,àafi àdeà e e àa tifi ielle e tà

le décalage du cadre de lecture donnant lieu à la traduction de P3N-PIPO (Annexe 3). Ceci a été 

réalisé par deux PCR mutagènes chevauchantes au niveau de la mutation à insérer comme décrit plus 

haut (voir Tableau M.3). Les fragments chevauchants ainsi obtenus (563 et 249 nucléotides) sont 

e suiteà u isàe àu àseulà à u l otides àpa à alisatio àd’u eàPC‘àfusio .àPou à ela,àlesàf ag e tsà

so tàpu ifi sà su à olo eààà l’aideàduàkitàM“B®àspi àPC‘apa eà I vitek àpuisà dilu sàd’u à fa teu à à

ava tàd’ t eàutilis sà o joi te e tà o eà at i eàd’u eàPC‘à alis eàave àlesàa o esàpe etta tà

d’a plifie à laà s ue eà e ti eà àà lo e ,à àà l’aideà deà laà pol aseàPhusio ®à high-fidelity (Thermo 

Fischer Scientific), dans un volume final de 20µl, selon les conditions du fournisseur. Il est à noter que 

l’a o eà se sà utilis eà pou à etteà PC‘à fusio à poss deà e à ’à laà s ue eà CáCCà uià pe ett aà leà

lo ageàdi e tio elàduàf ag e tàda sàleàve teu àd’e t e,àetà ueàdeu àa o esàa tise sào tàété  



   

174 

 

  



   

175 

 

g es,àave àouàsa sà odo à“TOP.àLesàf ag e tsààà o dsàf a sàai siào te us,àl’u àave àetàl’aut eà

sa sà odo à“TOP,àso tàalo sà lo sàda sà leàve teu àd’e t eàpENT‘-D-TOPO, par « TOPO-cloning ». 

Ceci consiste à ajouter le fragment PCR dans un mélange réactionnel de 6µl contenant le vecteur 

pENTR-D-TOPOàli a is àetàasso i àààl’e z eàToposio aseàIàe t aiteàduàVaccinia virus. Le vecteur 

li a is à poss deà u eà e t it à oh siveà o pl e tai eà deà laà s ue eà CCáCà i s eà e à ’à duà

fragment PCR à clone .à Lo s u’ilà àaàappa ie e tàdeà esàdeu à gio s,à laà topoiso aseàpe età laà

ligation du vecteur et du fragment ensemble. Un volume de 2µl du produit de cette réaction est par 

la suite utilisé pour transformer E. Coli (One Shot® Chemically Competent) par choc thermique 30 sec 

à 42°C. Les bactéries ayant intégré le vecteur recombinant sont sélectionnées par étalement sur 

milieu gélosé LB + 50µg/ml kanamycine.        

Vecteur de destination 

U eà foisà lesà o st u tio sà d’i t tà i t oduitesà da sà lesà ve teu sà d’entrée, celles-ci peuvent être 

t a sf esà ve sà lesà ve teu sà deà desti atio à desti sà àà l’e p essio à t a sitoi eà desà p ot i esà

fusio esàda sà laàpla te.à Ilà s’agità desà ve teu s pB7WGR2 et pB7RWG2 permettant la fusion de la 

RFP en N-ter ou C-ter de la protéine et des vecteurs pGWB706 et pGWB705 permettant la fusion en 

N-ter ou C-ter de la GFP. Cesà ve teu sà deà desti atio à so tà desà plas idesà Tià d’Agrobacterium dits 

« désarmés »àpuis u’ilsà eàposs de tàplusàl’áDN-T de la bactérie mais encore les bordures droites et 

gauches encadrant le promoteur 35S et la séquence du fluorophore et le site de clonage contenant le 

gène létal ccdb.à Lo sà duà t a sfe tà depuisà leà ve teu à d’e t eà ve sà leà ve teu à deà desti atio ,à laà

s ue eàd’i t tàestài s eàààlaàpla eàduàg eàccdb par recombinaison entre les régions attL1 et 

attL àduàve teu àd’e t eàetàatt‘ àetàatt‘ àduàve teu àdeàdesti atio à Figu eàM. .àCetteà a tio àdeà

e o i aiso à s’effe tueà auà sei à d’u à la geà a tio elà deà µlà o te a tà gà deà lo eà

d’e t eà età deà ve teu à deà desti atio ,à 4µlà deà ta po à L‘à Clo ase™à età 4µlà deà i à e z ati ueà L‘à

Clo ase™à I vit oge ® .àLeà la geàestàho og is àpa àvo te ageàpuisà e t ifug à i ve e tàava tà

d’ t eài u à hààà °C.àLaà a tio àestàe fi àstopp eàpa àl’ajoutàdeà µlàdeàsolution de Protéinase K 

et incubation 10min à 37°C. Un volume de 1µl de ce mélange réactionnel est par la suite utilisé pour 

t a sfo e àdesà a t iesàE.àColiàDH B™àEle t oMáX™à I vit oge àpa à le t opo atio àave à μLàdeà

a t ies,à μlàdeà a tio àL‘àetà μl de glycérol 10%. Les bactéries possédant le plasmide ayant intégré la 

s ue eàd’i t tàso tàs le tio esàpa à tale e tàsu à ilieuàg los àLBà+àst epto i eà µg/ l.àààà 

 

IV- Détection et quantification du virus 

A) Test DAS-ELISA  
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Tampon de coating  

Na2CO3 15 mM 

NaHCO3 30 mM 

Tampon PBS-Tween  

NaCl 136,9 mM 

KH2PO4 1,47 mM 

KCl KCl mM 

NA2HPO4 8,1 mM 

Tween 20 0,05 % (v/v) 

Tampon substrat (pH 9,8)  

Diéthanolamine (pH ajusté 

au HCl) 

9,7 % (v/v) 

 

Tableau M.4 : Récapitulatif des tampons utilisés pour la détection du virus par DAS-ELISA 
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La méthode d'Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (Clark and Adams, 1977) a été utilisée pour 

détecter dans les feuilles infectées en systémie la présence des clones de LMV recombinants et 

quantifier de manière relative leur accumulation dans les variétés de laitue résistantes et sensibles. 

La composition des tampons utilisés lors d'un test ELISA est donnée dans le Tableau M.4. Le test 

ELISA est réalisé à partir de feuilles infectées en systémie  broyées dans 3 volumes (p/v) de PBS-

Tween-PVP puis clarifiés par centrifugation. Dans le cas de test ELISA semi-quantitatif, le broyat est 

dilué en une série de dilutions de 1/2 à 1/1000.  

La première étape de « coating » consiste à déposer au fond des puits des plaques ELISA un anticorps 

dirigé contre la capside du LMV. Ce coating se fait par incubation durant 3 h à 37°C en présence de 

àμlàdeàta po àdeà«à oati gà»à o te a tàl’a ti o psàp i ai eàdilu àauà /500ème. Après 3 lavages 

successifs avec une solution de PBS-Tween, 100µl de broyats de feuilles sont déposés dans chaque 

puits, en doublons. Les plaques sont ensuite placées à 4°C durant toute la nuit. Le lendemain, la 

plaque est rincée à trois reprises au PBS-T ee à ava tà d’ à ajoute à l’a ti o psà se o dai e,à uià

o espo dàààl’a ti o psàa ti-CP du LMV couplé à la phosphatae alcaline, dilué au 1/500ème dans du 

PBS-Tween-PVPà suppl e t à e à oval u i eà , %à P/V .à L’h idatio à deà l’a ti o psà o jugu à està

réalisée à 37°C pendant 3h puis la plaque est à nouveau rincée au PBS-Tween. Le substrat de 

révélation (paranitrophénylphosphate, Sigma) est préparé extemporanément par dissolution de 

pastilles dans le tampon substrat (2 pastilles pour 12ml) puis distribué dans les puits de la plaque 

(100µl par puits). En présence de la phosphatase alcaline, le substrat est transformé en un produit 

olo à jau eà pa a it oph ol à do tà l’a so a eà àà 4 à està esu eà àà l’aideà duà spe t o-

photomètre multivolume Epoch. La révélation seà faità àà l’o s u it à età àà te p atu eà a ia te.à Laà

vitesse de coloration varie selon la concentration en virus, de 1 à 4h. 

B) Extraction des ARN totaux selon la méthode de Bertheau  

Ilà s’agitàd’u eàadaptation du protocole décrit par Bertheau et al. (2002). Les feuilles infectées sont 

broyées dans un sachet en plastique en présence de 4 volumes (p/v) de PBS-Tween [NaCl 136,9 Mm, 

KH2PO4 1,47 mM, KCl 2,68 mM, Na2HPO4 8,1 mM, K Tween 20 0,05 % (v/v)], additionné de PVP 25K 

2 % (p/v), et de DIECA 20 mM. Ce broyat est clarifié par centrifugation de 10 min à 13000 rpm, puis 

200 μL du broyat clarifié est prélevé et additionné de 20μL de SDS 10 % afin de provoquer en 

pa ti ulie à laà d apsidatio à desà vi io sà età deà li e à l’á‘Nà vi alà desà p ot i esà uià à so tà li esà pa à

incubation de 15 min à 55°C. Suite àà etteài u atio ,à µlàd’u eàsolutio àd’a tateàdeàpotassiu à

(Acétate de potassium 3M/acide acétique 5M) sont ajoutés afin de précipiter les protéines totales. 

Cetteà a tio àestàfavo is eàpa àu eài u atio àd’auà oi sà à i àda sàdeàlaàgla eàpuisàlesàp otéines 

et autres débris cellulaires sont « culottés » par centrifugation de 5 min à 13000 rpm. Le surnageant  
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contenant les ARN est récupéré puis ajouté à un mélange de 700µl de solution de NaI 6M et de silice 

(5µg) et incubé 10min à température ambiante. Après 2 étapes de lavages avec une solution 

composée de 20 mM TrisHCl (pH 7,5), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 50% éthanol, les ARN sont repris 

da sà μLàd'eauàdistill eàst ileàauto lav e. 

C) RT-PCR couplée et découplée 

Lors de cette étape les ARNs extraits vont être transcrits en ADN complémentaire puis amplifiés par 

PCR en une ou deux étapes. 

La technique de PCR couplée à l'étape de transcription inverse a été utilisée pour la détection des 

ARNs viraux, à partir de 5 μl d’á‘Nà totau à pu ifi sà selo à laà thodeà deà Be theau.à Elleà o sisteà àà

réaliser les deux étapes dans un même tampon compatible avec les deux enzymes. Pour ce faire, 1 

unité de RTase Reverse-iT™à áBge e à està ajout eà au mélange de PCR (Polymérase Dynazyme II, 

ThermoScientific). Les cycles PCR sont alors précédés d'une incubation à 42°C durant 1h. 

Lo s ueàlesà ha tillo sà taie tàpeuà o e t sàe àá‘Nàvi al,à laà t ot a s iptio àetàl’a plifi atio à

ont été réalisées séparément, pour améliorer la sensibilité de détection. La synthèse des ADNc est 

alis eà àà l’aideà deà l’e z eà ‘eve táidà à The o“ ie tifi ,à e à deu à tapes.à U à p e ie à la geà

réactionnel est préparé, contenant 5- µlàd’e t aitàd’á‘Nàtotau ,à µlàd’a o eàpol Tà dT à µM à

etàu àvolu eàd’eauà spà ,5µl). Ce mélange est incubé à 65°C pendant 5min dans un thermocycleur, 

puisà lesà tu esàso tàpla sàda sàlaàgla eàava tàd’ àajoute à leàse o dà la geà a tio elà o te a tà

4µlà deà ta po à Xà ‘Tà fou ià ave à l’e z eà ‘eve táid, µlà d’u à la geà deà dNTPà M,à µl de 

‘eve táidà àU àetà , µlàd’i hi iteu àdeà‘Naseà‘i olo kà The o“ ie tifi ,à àU .àLeà esteàduà leà

o sisteàe àu eà tapeàd’h idatio àetà lo gatio ààà4 °Càpe da tà hàpuisàu eà tapeàd’i a tivatio àdeà

l’e z eààà °Càpe da tà i . 

La réaction de PCR està effe tu eà àà pa ti à deà laà solutio à d’áDN à o te ue,à ave à laà pol aseà

Phusio ®.à Leà la geà a tio elà o tie tà do à µLà d’áDN ,à 4µlà deà ta po à Xà HD,à µlà deà dNTPà

M,à µlà deà ha ueà solutio à d’a o eà àà µMà età , µlà d’e z eà Phusio ®.à Leà leà deà PC‘à

co p e dàu eà tapeàdeàd atu atio àdeà àse ààà °C,àd’h idatio àdeà àse àauàT àdesàa o esà

età d’ lo gatio à àà °Cà àà u eà vitesseà deà à se /k .à Ceà leà està p t à 4 à foisà puisà u eà tapeà

d’ lo gatio àfi aleàdeà à i ààà °Càestàajout e.à 

Les produits de a tio àPC‘à so tàe suiteàvisualis sàsu à gelàd’aga ose.àPou àdesà f ag e tsàdo tà laà

tailleàseàsitueàe t eà tàetà k ,àu àgelà . %àd’aga oseàestàutilis .àPou àdesà f ag e tsàplusàlo g,à laà

concentration en agarose est abaissée.    
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Figure M.5 : Déroule e t d’u  test de co pétitio  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure M.6 : Cali ratio  de l’i oculu  par ELISA se i-quantitatif 

“u àleàg aphi ueàso tà ep se t esàlesàvaleu sàd’a so a eààà4 ào te ues pour chaque 

dilution des broyats des virus A et B. Ici, pour des facteurs de dilution différents on obtient 

une même valeur de DO (0,56). Pour comparer les concentrations en virus, nous faisons 

alors le rapport de la dilution du virus A sur la dilution du virus B. Dans ce cas, le virus B est 

2,5 fois plus concentré que le virus A. 
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V- Tests de compétition 

Les différentes étapes de ce test sont synthétisées dans la FigureM.5. Le suivi de la compétition se 

fait par prélèvement des feuilles inoculées à 5 jpi pour y vérifier la présence des deux virus dans le 

cas des co-inoculations, puis prélèvement des feuilles infectées en systémie à 10, 15 et 20 jpi pour les 

à t pesàd’i o ulatio . Sont prélevées les 3 feuilles systémiques les plus jeunes, qui contiennent le 

plusàdeàvi us,àafi àd’opti ise àlaàd te tio . Les ARN totaux sont extraits de ces feuilles puis une RT-

PC‘àestà alis eàsu àl’e t aitàpe etta tàd’a plifie àlaàrégion correspondant à la CI deàl’e se leàdeà

la population virale présente dans la plante. Leà p oduità d’a plifi atio à de 657 pb est ensuite 

séquencé. 

Sont alors comptabilisées le nombre de plantes dans lesquelles le virus A ou B se trouve seul et celles 

dans lesquelles on détecte les deux virus. La coexistence des 2 virus au sein de la plante est révélée 

pa àlaàp se e,àsu àl’ le t opho g a eàdeàs ue çage,àd’u àdou leàpi àauà iveauàdeàlaàpositio à

divergente entre les deux virus.  

A) Cali ratio  de l’i oculu  par ELISA se i-quantitatif 

Laà ali atio àdeàl’i o ulu à uiàp deàleàla e e tàduàtest de compétition est réalisée par ELISA 

semi-quantitatif. Pour cela dès le matin, on prélève 1g de feuille de laitues infectées avec les virus 

d’i t tà ueàl’o  oieàda sà . làdeàta po àd’i o ulatio à Na2HPO4 25mM, DIECA 0.2%). Ce sont 

systématiquement les 3 feuilles les plus jeunes qui sont prélevées, pour avoir une concentration 

a i u àe àvi usàe àvueàd’u eàdilutio àult ieu e.àDa sà leà asàd’u àELI“áàse i-quantitatif réalisé 

pour comparer des accumulations virales, les feuilles sont broyées dans 3 volumes de tampon de 

broyage ELISA.  

Le broyat est clarifié par centrifugation à vitesse maximale pendant 10min. Une gamme de dilution 

de 0.5 à 0.001 est réalisée à partir du surnageant obtenu puis chaque dilution est déposée en double 

ou triple exemplaire sur une plaque 96 puits « tapissée » au-p ala leà d’a ti o psà p i ai eà di ig à

contre le LMV (dilution au 1/500ème .à Da sà leà asà d’ELI“áà se i-quantitatif pour quantifier 

l’a u ulatio àvi ale,àu eàga eà talo àestà alis eàààpa ti àd’u à o atàdeàfeuilleài fectée avec un 

virus de référence àdilutio sàdeà / ààà / .àLesà ha tillo sàa al s sà eàso tàdilu sà u’auà / ème 

et 1/25ème. 

U àp oto oleàELI“áàa l àestàalo sàutilis ,àe àdi i ua tàlesàte psàd’i u atio àdeàso teààào te i à

les résultats le soir même et de procéder rapidement ààl’i o ulatio àdesàpla tes.à 

áp sà esu eàdeàl’a so a eààà4 àpou à ha ueàpuits,à lesàvaleu sàdeàDO sont reportées sur un 

graphique représentant la DO en fonction du coefficient de dilution correspondant. Les courbes 

t a esàso tàli ai esàda sàu à e tai ài te valle.àC’estàda sà etài te valleà ueà ousà valuo sàlesà 
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concentrations de virus pour les deux échantillons dilués par comparaison du coefficient de dilution 

asso i àààu eà eàvaleu àdeàDO.àái si,àsiàl’ ha tillo àáàp se teàu eàDOàdeà . àpou àu eàdilutio à

d’u à fa teu à à alo sà ueà l’ ha tillo à Bà p se teà etteà DOà pou à u eà dilutio à deà fa teu à 5, nous 

pouvo sàe àd dui eà ueàl’ ha tillo àBàestà àfoisà oi sà o e t à ueàl’ ha tillo àáà Figu eàM.à .àà 

B) Inoculations simples et mixtes 

Après estimation de la quantité relative de virus dans chaque broyat correspondant à chacun des 

deux virus à mettre en compétition, celles- ià so tà uili esà pa à dilutio à deà l’ ha tillo à leà plusà

o e t àe àajouta tàduàta po àd’i o ulatio .àL’i o ulu àduàtestàdeà o p titio àestàalo sàp pa à

en mélangeant 750µl de chacun des deux broyats dans un même mortier. Ce mélange, après ajout de 

carborundum et de charbon actif, est utilisé pour inoculer 18 laitues. En parallèle, le volume restant 

de chaque broyat est utilisé pour inoculer séparément 12 plantes avec chaque virus.  

 

VI- Expression transitoire de protéines in planta  

A) Agroinfiltration de N. benthamiana et de la laitue 

Les ADNc codant pour protéine CI, la région CI-Cter, la VPg et P3N-PIPO ont été clonés au sein de 

vecteurs gateway dérivés de plasmides binaires, permettant leur expression dans la plante via 

agroinfiltration et sont listés dans le Tableau M.2. Les agrobactéries transformées par ces plasmides 

sont infiltrées dans les plantes, ainsi les protéines virales seront exprimées transitoirement in planta. 

La technique par infiltration consiste à faire pénétrer dans les tissus foliaires une solution 

d’Agrobacterium t a spo ta tà lesà ve teu sà d’i t t.à Laà a t ie,à auà p ala leà i u eà da sà u eà

solutio à d’ag oi filt atio à visa tà àà a tive à sesà g esà deà vi ule e,à vaà do à e ise à laà o st u tio à

d’i t tàsitu eàe t eàlesà o du esàd oiteàetàgau heàduàve teu àetàl’i t g e àauàsei àduàg o eàdeàlaà

plante afin de permettre son expression au sein des cellules épidermiques. L’i filt atio àdesàfeuillesà

de Nicotiana benthamiana est réalisée suivant le protocole dérivé de English et al. (1997) et 

l’infiltration des feuilles de laitue est adaptée du protocole proposé par Wroblewski et al. (2005). Une 

pré-culture de 5 ml (LB + a ti ioti ues àd’Agrobacterium po ta tàleàplas ideàd’i t êt est incubée la 

nuit à 28°C. Le lendemain, cette préculture sert à ensemencer une culture de 25 mL (LB + 

antibiotiques additionnés de 20 μM acétosyringone et 10 mM MES), incubée une nuit à 28°C sous 

agitation. Après centrifugation du milieu de culture, le culot bactérien est rincé puis resuspendu dans 

laà solutio à d’ag oi filt atio à à MàME“à pH , ,à à MàMgCl à età  mM Acétosyringone). La 

DO600nm de la solution bactérienne est ajustée à 0,5 pour les agroinfiltrations de N. benthamiana et à 

0.7 pour les agroinfiltrations de laitue. Après incubation pendant 2-3 heures à 20°C, l’i filt atio àouàla  
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Fluorophores Excitation (% activation laser) Réception 

eGFP 488 nm (30%) 497-541 nm 

RFP 543 nm (70%) 570-620 nm 

Aniline blue 405 nm (80%) 436-486 nm 

 

Tableau M.5 : Para tres d’e citatio  et de réception du signal des fluorophores observés durant 

cette thèse  

Les observations sont faites au microscope confocal SP2 de Leica.à L’e itatio àdeà laàeGFP est faite 

ave àu àlase àá go ,à elleàdeàlaà‘FPàave àu àlase àHe/Neàetà elleàdeàl’a ili eà lueàave àu eàdiodeàUV.à 
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co-infiltration des souches d'Agrobacterium contenant les constructions est réalisée. Pour améliorer 

l’e p essio àdesàt a sg esàda sàlaàplante, un vecteur contenant la P19 du Tomato bushy stunt virus 

est co-infiltré (Voinnet et al. (2003). Pour cela, chacune des cultures est mélangée (v/v), puis, ce 

mélange (200-300 μL à està i filt à àà l’aide d’u eà se i gueà sa sà aiguille su à laà fa eà i f ieu eà d’u eà

feuille, plus riche en stomates que la face supérieure. 

Les plantes sont mainte uesàààl’hu idit àe àchambre de culture à 25°. 

B) Observations de fluorescence au microscope confocal 

Pou à visualise à l’e p essio à in vivo des protéines, les échantillons sont observés au microscope 

confocal 48h après l’ag oi filt atio à od le Leica TCS SP2). Les échantillons sont analysés avec 

diff e tsà lase sà etta tà àà desà lo gueu sà d’o desà disti tesà lase sà á go ,à G ee àHeà -Ne et une 

diode laser). Lesàlo gueu sàd’o de d’e itatio àetàd’ issio àpour chaque fluorophore sont indiquées 

dans le Tableau M.5. 

C) Visualisation des protéines de fusion exprimées dans la plante par Western Blot 

Les feuilles agroinfiltrées et observées au microscope confocal sont prélevées après observation et 

plo g esàda sàl’azoteàli uide.àLesàp ot i esàtotalesàso tàe suiteàextraites par broyage des feuilles, I) 

soit directement dans du tampon de charge (composition dans le tableau M.6) pour déposer 

di e te e tà su à gelà d’a la ideà ap sà la ifi atio à pa à e t ifugatio à età d atu atio à àà °Cà

pendant 10 min, II) soit dans 3ml deàta po àd’e t a tio à Ta leauàM. .àDa sà eà asà µlàd’e t aità

so tà p lev sà età la g sà àà µlà deà ta po à deà ha geà età . µlà deà β-mercaptoéthanol. Les 

échantillons sont chauffés à 95°C pendant 10 min pour dénaturer complètement les protéines. 

Electrophorèse e  gel d’ac la ide 

Lesà ha tillo sà ig e tà da sà u à gelà d’a la ideà àà . %à o pos à d’u à gelà deà o e t atio à età

d’u àgelàdeàs pa atio ,àplo g àda sàu àta po à“D“-PAGE de migration (Tableau M.6). Le SDS permet 

la dénaturation et le chargement négatif deà toutesà lesà à p ot i es.à L’ le t opho seà vaà alo sà

pe ett eà deà s pa e à lesà p ot i esà deà l’ ha tillo à selo à leu à taille.à Laà ig atio à està alis eà à

minutes à 110V (fin du gel de concentration) puis à 130V durant au moins 45 minutes dans le gel de 

séparatio .àCha ueàd pôtàd’ ha tillo àestà alis àe àdou le,àafi àd’a al se àpou àl’u , les protéines 

totales en colorant le gel au bleu de Coomassie, etàpou àl’aut eàlaàp se eàdesàp ot i esàd’i t tà

par Western Blot. 
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Gel de séparation  

Acrylamide/BisAcrylamide 

(37,5/1) 

15 % 

SDS 0,1 %  

Tris HCl pH 8,8 375 mM 

APS 0,1 % 

Temed 0,08 % 

Gel de concentration  

Acrylamide/BisAcrylamide 

(37,5/1) 

5 % 

SDS 0,1 % 

Tris HCl pH 6,8 125 mM 

APS 0,1 % 

Tampon de migration  

Tris-base 3 g/l 

Glycine 14,4 g/l 

SDS 2 % 

 

Tableau M.6 : Composition des tampons utilisés pour la séparation des protéines sur gel 

d’acr la ide 

 

 

 

Tampon de transfert  

Tris-base 3 g/l 

Glycine 14,4 g/l 

Méthanol 200 ml/l 

 

 

Tableau M.7 : Composition des tampons immunologiques utilisés pour la détection des protéines 

  

Ta po  d’e tractio  des protéi es  

Tris HCl pH 7,5 0,01 M 

NaCl 0,05 M 

Glycérol 5 % (v/v) 

DTT 10 mM 

Nonidet 40 1X 

Inhibiteur de protéases 1X 

PVPP 2 % (p/v) 

Eau Qsp 3ml 

Tampon de charge 5X  

Tris HCl pH 6,8 60 mM 

Glycérol 25 % (v/v) 

SDS 2 % (v/v) 

Β-mercaptoéthanol 14,4 mM 

Bleu de Bromophénol 0,25 % (p/v) 

Tampon de lavage TTBS  

Tris pH 7,4 10 mM 

NaCl 150 mM 

Tween 20 0,05 % 

Tampon d’h ridatio   

Tampon de lavage 100 ml 

Lait en poudre 5g 

Tampon de révélation  

Tris pH 9,5 100 mM 

NaCl 250 mM 

MgCl2 1 mM 
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Coloration du gel au bleu de Coomassie 

Après l'électrophorèse, le gel d'acrylamide est lavé 3 fois à l'eau puis placé dans la solution de 

coloration Instant Blue™à Expedeon). Une fois qu'une coloration satisfaisante est obtenue, la réaction 

est arrêtée en plaçant le gel dans l'eau. 

Immunoblotting  

Les protéines du second gel vont être transférées sur une membrane de nitrocellulose (Protran® 

Whatman). Pour cela le gel est positionné sous du papier buvard imbibé de solution de transfert 

(Tableau M.7) et sur la membrane posée sur des papiers buvards également imbibés. Le transfert se 

fait grâce à un champ électrique appliqué par l’appa eilàT a s-Blot SD semidry transfer cell (Bio-Rad) 

(130mA durant 50minutes). Les protéines chargées négativement vont migrer du gel vers la 

membrane. Après la migration la membrane est rincée avec une solution de TTBS 1X (Tableau M.9). 

La membrane est ensuite incubée toute la nuit à 4°C dans une solution de TTBS1X additionné de 3% 

de lait et contenant des anticorps primaires polyclonaux de lapin anti GFP TP401 (Biolabs) ou anti RFP 

103675 (Invitrogen) dilués au 1/5000ème. Les anticorps primaires en excès sont éliminés par 3 lavages 

successifs de 5minutes dans du TTBS 1X. La membrane est ensuite incubée 1h dans une solution de 

TTBS 1X contenant au 1/5000ème deà l’a ti o psàse o dai e polyclonal dirigé contre les anticorps de 

lapin (HRP-Sigma) couplé à la phosphatase alcaline ou la peroxydase. 

La révélation de la membrane se fait par réaction colorimétrique, en ajoutant le substrat de la 

phosphatase alcaline, le NBT-PCIP (Roche) dilué au 1/100ème. Lorsque le signal observé est 

satisfaisa t,àlaà a tio àestàstopp eàe àt a sf a tàlaà e a eàda sàl’eau. 

La révélation par bioluminescence se fait par incubation de la membrane pendant 5 minutes dans 

une solution substrat contenant un agent luminescent (kit « Supersignal West Pico chemiluminescent 

substrate » - Thermoscientific). La peroxydase des anticorps secondaires fixés va réagir avec cet 

agent et le produit de cette réaction va émettre de la luminescence. Un film radiographique est alors 

placé sur la membrane puis développé. 

 

VII- Outils bioinformatiques 

A) Alignement de séquences  

Les séquences nucléotidiques et protéiques sont alig esà ave à l’aideà duà logi ielà Mole ula à

Evolutionary Genetics Analysis 5 (MEGA 5, Tamura et al., 2011) da sà le uelà està i pl e t à l’outilà

ClustalW.  

Les analyses phylogénétiquesà alis esà lo sà deà etteà th seà seà so tà as esà su à l’alig e e tà deà

séquences CI-VPg (nt 5779- ào te uesàpou à àisolatsàdeàLMVàpa àl’ uipeàd’ tiologieàetà uiàfe aà

l’o jetàd’u àa ti leà “va ellaàetàal.,àe àp pa atio .àCetàalig e e tàaàe suiteà t à o verti en format  
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Fasta pour être soumis à différentsàp og a esàd’a al se.àU àa eàph log ti ueàaà t à o st uitààà

partir de cet alignement, par la méthode de maximum de vraisemblance associée au modèle Jones-

Taylor-Thornton (JTT). Les valeurs de Boostrap sont établies après 500 cycles de répétitions.   

B) Détection de pressions de sélection  

Laàd te tio àdeàpositio sàsousàp essio àdeàs le tio àpositiveàaà t à alis eàààl’aideàdeàdive sàlogi ielsà

proposés sur le site Datamonkey. Ilà s’agità desà outilsà Single Likelihood Ancestor Counting (SLAC), 

Internal Fixed Effect Likelihood (IFEL), Fast Unbiased Bayesian AppRoximation (FUBAR) et Mixed 

Effect Model of Episodic selection (MEME) (http://www.datamonkey.org/) (Pond and Frost, 2005b, 

2005a; Pond et al., 2006; Delport et al., 2010; Murrell et al., 2012, 2013). Ces méthodes reposent sur 

l’esti atio àduàpa a ete àω, ou dN/dS qui rend compte du ratio entre le nombre de mutations non 

s o esàetàs o esàauàsei àdeàl’alig e e tàpou à ha u eàdesàpositio s,àe à o pa aiso àave à

le rapport dN/dS moyen. La sélection est dite neutre lo s ueà ueà ω= ,à gative lo s ueà ω< à età

positiveàlo s ueàω> .à 

C) Détection de co-variations entre la CI et la VPg 

L’e iste eà d’u eà ova iatio à e t eà desà positio sà deà laà CIà età deà laà VPgà aà t à esti eà pa à l’outilà

Spidermonkey (Poon et al., 2008) disponible sur le site Datamokey. Cet outil détermine si pour une 

eà a heàdeàl’a eàph log ti ue,àl’a uisitio àd’u eà utatio àààu eàpositio àáàestà o l eà

(ou  non) à une mutation à un site B.  

D) Déductio  de l’état a cestral 

áàpa ti àdeàl’a eàph log ti ueà ta li,àlesà v e e tsàdeà utatio sàso tà ep sàg eàààl’outilàdeà
e o st u tio àdeàl’ tatàa est alà á“‘ àdispo i leàsu àData o ke à(Pond and Frost, 2005b). 

E) Prédiction de sites de phosphorylation   

La probabilité que les acides aminés mutés vers une sérine ou une thréonine soient sujets à une 

phosphorylation post-t adu tio elleà aà t à valu eà àà l’aideà deà deu à outils : NetPhos (Blom et al., 

1999) dispo i leà àà l’ad esseà http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ et ScanSite disponible à 

l’ad esseàhttp://scansite.mit.edu/.  

F) Modélisation de structure 3D  

 Laàp di tio àdeàst u tu eà Dàetà Dàaà t à alis eàààl’aideàdesàlogi ielsàPh e²à(Kelley and Sternberg, 

2009) et I-TASSER (Zhang, 2008).  

 

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
http://scansite.mit.edu/
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Annexe 1 : Détection de probables sites de 

phosphorylation au sein de la CI-Cter 

 

 

Prédictio  à l’aide du progra e NetPhos (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) : 

 

Séquence C-ter de la CI LMV-0 ààpa ti àdeàl’aaà4 à:àe à ougeàlesàaaàpote tielle e tàphosphorylés 

 

RTTIDDAAKIPFMIKDVPEHLQEKLWETIQQYKGDAGFGRCTSANACKIAYTLSVSPFMIPATINKIDALMAEERQK 

score : 0.98               score : 0.59            score : 0.76 

MEYFQTVTANTCTISNFSISSIGDMIRSRYSTNHSRENLQKLQAVRDTIINFECQAGTGDGGSFDMETAQKLAEEYG 

      scores : 0.87 ; 0.58 ; 0.695     score : 0.993 ; 0.977               score : 0.56            score : 0.64 

CIDVIYHQ 

 

Séquences Cter de la CI ave àlesà4à utatio sà ààpa ti àdeàl’aaà4 à: 

RTTIDDAAKIPFMIKDVPEHLQEKLWETIQQYKGDAGFGRCTSANACKIAYTLSVSPFMIPATINKIDALMAEERQK 

MEYFQTVTANTCTISNFSISSIGDMIRSRYSTNHSRENLQKLQVVRDTIINFECQAGTSDGGTFDMETTQKLAE 

EYGCIDVIYHQ       617 : ℗ sur S   627 : ℗ sur T 

(score 0.758)  (score 0.988) 

 

Prédictio  à l’aide du progra e Sca site http://scansite.mit.edu) : 

Phosphorylation de 621T (score 0,4798) et 627T (score 0,5684) 

 

 

 

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
http://scansite.mit.edu/


   

 

 

Annexe 2 : Arbre phylogénétique CI-VPg réprésentant 

la diversité naturelle du LMV (partie 1) 

 

 

 

 

 

 

 

  



   

 

 

Annexe 2 : Arbre phylogénétique CI-VPg réprésentant 

la diversité naturelle du LMV (partie 2) 

 

 

  



   

 

 

 

  



   

 

 

Annexe 3 : Stratégie de clonage de P3N-PIPO du LMV 

Alignement nucléotidique 
 

 

I- Placer la séquence PIPO au sein du génome LMV à partir des prédictions de Chung et al (2008) 

TuMV AUC UCC AUU UUG GAA AAA AGU UAU CUA CAA AUC UUG GAC GAA GCA UGG AAC GAG UUA AGU UGG UCG GAG CGC UGU   

      PIPO                                                GGA AAA AAG UUA UCU ACA AAU CUU GGA CGA AGC AYG GAA CGA GUU AAG UUG GUC GGA GCG CUG UGC 

 

LMV-E  AAU GAA CUC AUA GAA AAA AGU UAU CUC AUG GAU UUG GAG GAC UCG UGG CGC GCA UUG CCA UUG UGU GGA AAA UUA  

      PIPO                                                AGA AAA AAG UUA UCU CAU GGA UUU GGA GGA CUC GUG GCG CGC AUU GCC ATT GTG TGG AAA ATT ATC 

 

LMV-0   AAU GAA CUC AUA GAA AAA AGU UAU CUC AUG GAU UUG GAG GAU UCG UGG CAC GCA CUA CCA UUG UGU GGA AAA UUA 

  PIPO                  AGA AAA AAG UUA UCU CAU GGA UUU GGA GGA UUC GUG GCA CGC ACU ACC AUU GUG UGG AAA AUU AUC 

 

LMV- AAU GAA CUC AUA GAA AAA AGU UAU CUC AUG GAU UUG GAG GAC UCG UGG CAC GCA CUA CCA UUG UGU GGA AAA UUA 

AF199 

      PIPO                      AGA AAA AAG TTA TCT CAT GGA TTT GGA GGA CTC GTG GCA CGC ACT ACC ATT GTG TGG AAA ATT ATC  

 

Cet alignement nucléotidique est réalisé sur la portion nt 3320-3394 du génome viral, correspondant 

à la région comportant le décalage de lecture donnant lieu à la synthèse de PIPO sous forme de 

fusion avec P3-Nter. EN italique et en gras figure la séquence prédite de PIPO.  

 

 

II- Recréer artificiellement le décallage de lecture par mutagénèse dirigée 

 

Laà utag seàdi ig eàaà t à alis eàààpa ti àd’u eàs ue eàdeàP àduàLMV-0,àilàs’agitàd’i s e àu àáà
(surligné en vert) en position nt 3331 du génome, soit position nt 543 de la séquence P3.  

 

LMV-0   AAU GAA CUC AUA GAA AAA AGU UAU CUC AUG GAU UUG GAG GAU UCG UGG CAC GCA CUA CCA UUG UGU GGA AAA UUA 

  PIPO                  AGA AAA AAG UUA UCU CAU GGA UUU GGA GGA UUC GUG GCA CGC ACU ACC AUU GUG UGG AAA AUU AUC 

Clonage AAU GAA CUC AUA AGA AAA AAG UUA UCU CAU GGA UUU GGA GGA UUC GUG GCA CGC ACU ACC AUU GUG UGG AAA AUU  

 

 

III- Stratégie globale 

 

PCR A 

 pENTRP3p   FusPIPOm       

 

 

PCR B 

     FusPIPOp  pENTRpipostopm 

               Ou pENTRpipomutm 

 

Pour finir : fusion des PCR A et B en un fragment de p à uià se aà lo à auà sei à d’u à ve teu à
Gateway pENTR 

HC-Pro 6K1 P3 PIPO 


