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Introduction générale 

 

Les plantes sont exposées à de nombreux stress abiotiques comme par exemple la 

sécheresse, le froid, des carences nutritives, mais également à de nombreux stress biotiques 

induits par des agents pathogènes dont les virus. Parmi ces derniers, le genre Potyvirus 

constitue l’un des groupes les plus nombreux et les plus importants infectant 

d’innombrables cultures. Les potyvirus, comme l’ensemble des virus, sont des parasites 

obligatoires, c’est-à-dire qu’ils ne peuvent se répliquer qu’en parasitant une cellule végétale 

vivante et ainsi déclencher l’infection de la cellule. Pour ce faire, ils doivent franchir une 

barrière : la paroi cellulaire qui protège les cellules végétales. Cela se fait à travers les 

blessures ou des piqures générées par des insectes vecteurs dans les cellules.  

Pour leur propagation, la plupart des virus, dont les potyvirus, dépendent d’une 

transmission assurée par l’intermédiaire de vecteurs leur garantissant de passer facilement 

d’un hôte à l’autre. Parmi ces vecteurs, les insectes piqueurs-suceurs, constitués 

principalement d’hémiptères comme les pucerons, sont les plus fréquents. Evidemment, la 

dissémination a pour répercussion l’apparition de maladies virales, ou viroses, qui diffèrent 

selon l’hôte et la sévérité des symptômes provoqués. Ces dégâts génèrent une perte 

économique plus ou moins importante selon la culture affectée.  

Ces maladies virales sont d’autant plus préjudiciables qu’il n’existe actuellement 

aucune molécule chimique qui permet d’éradiquer les virus de manière curative. De ce fait, 

seule la lutte préventive peut-être envisagée (sélection génétique, utilisation de matériel de 

propagation indemne de virus, élimination des vecteurs…). Afin de proposer des méthodes 

de lutte efficaces il est nécessaire de comprendre comment s’effectue le cycle infectieux des 

virus depuis la phase d’introduction dans les tissus d’une plante hôte jusqu’à la 

dissémination à travers le champ. Dans ces étapes, la réplication du virus, son mouvement 

dans l’hôte et les interactions avec les défenses des plantes figurent parmi les plus étudiés. Il 

est donc urgent de mieux comprendre les bases moléculaires de la transmission, résultat des 

interactions virus-vecteurs-plantes. Ces recherches pourraient aider à trouver de nouvelles 

solutions plus respectueuses de l’environnement, plus durables, plus rapides à mettre en 

place, moins coûteuses et plus efficaces pour agir sur ces maladies et ainsi limiter les impacts 

agronomiques qui en découlent. 
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Une partie de l’équipe Interactions Virus Insecte Plante (VIP) s’intéresse depuis une 

trentaine d’années à la transmission non-circulante des virus de plante par les pucerons 

selon la stratégie moléculaire « facteur assistant de la transmission ». En ayant pour modèle 

d’étude le Cauliflower mosaic virus (CaMV, genre Caulimovirus), les recherches portant sur 

les interactions du virus avec la cellule végétale avant, pendant et après l’arrivée du puceron 

ont mis en avant le phénomène de « l’activation de la transmission » (AT) qui permet au 

virus d’être efficacement acquis par son vecteur. Ce fait apporte de nouvelles connaissances 

sur ce mode de transmission et fait l’objet de mon sujet de thèse portant sur l’identification 

et la caractérisation de l’AT pour le genre Potyvirus. 

Quatre parties seront présentées dans cette introduction générale. La première 

constituera la présentation du genre Potyvirus. La deuxième développera la transmission des 

virus par leurs vecteurs et le phénomène d’AT. La troisième portera sur les mécanismes de 

signalisation et de défenses des plantes déclenchées par les pucerons. Enfin, la quatrième 

partie exposera les objectifs de cette thèse. 

 

 

1. Les Potyvirus 

 

1.1. Présentation générale 

Le genre Potyvirus appartient à la famille des Potyviridae comptant également sept 

autres genres : Brambyvirus, Ipomovirus, Macluravirus, Poacevirus, Rymovirus, Tritimovirus 

et Bymovirus (International Committee on Taxonomy of Viruses, 10ème édition). Le genre 

Potyvirus fait parti des genres les plus répandus parmi les virus de plante. En effet, il 

constitue à lui seul plus du tiers des virus de plantes actuellement connus. Leur particule 

virale est non enveloppée et correspond à des filaments flexibles d’environ 11 à 13 nm de 

diamètre sur 680 à 900 nm de longueur (Adams et al., 2011). Leur génome est monopartite 

pour une taille d’environ 10 kb. Il s’agit d’un ARN simple brin linéaire de polarité positive. 

Une petite protéine virale, la Viral genome linked protein (VPg) est attachée à son extrémité 

5’ et l’extrémité 3’ possède une queue polyadénylée. L’ARN génomique code pour une 

polyprotéine qui est maturée par protéolyse, résultant de l’activité de trois protéases virales, 
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en 11 produits de clivages (ou 11 protéines) fonctionnel(le)s (Merits et al., 2002 ; Wei et al., 

2010a) (figure 1). 

 

Figure 1. Représentation schématique du génome d’un Potyvirus (extrait de Revers et García, 2015). Le 

génome est présenté par un rectangle horizontal. La VPg est représentée par un cercle noir à l’extrémité 5’ et 

la queue poly-A se situe à l’extrémité 3’. Le principal cadre de lecture de l’ARN génomique code pour une 

polyprotéine. Les activités protéolytiques de la P1 (flèche courbée noire) et de HC-Pro (flèche courbée blanche) 

libèrent P1 et HC-Pro de la polyprotéine. Toutes les autres protéines sont libérées par l’activité de la NIa 

(ensemble de flèches noires) et représentées par les rectangles supérieurs. Un second cadre de lecture existe 

pour la protéine PIPO (rectangles inférieurs). Les fonctions pour chaque protéine sont également indiquées.  

VPg : Viral genome linked protein ; P1 : Protease virale 1 ; HC-Pro : Helper component proteinase ; P3 : Protease 

virale 3 ; PIPO : Pretty interesting Potyviridae ORF ; 6K1 : 6kDa protein 1 ; CI : Cylindrical inclusion protein ; 6K2 : 

6kDa protein 2 ; NIa : Nuclear inclusion protein a ; NIb : Nuclear inclusion protein b ; CP : Coat protein ; poly A : 

queue polyadénylée  

 

L’ensemble des potyvirus comprend une gamme d’hôtes très importantes qui s’étend 

à différentes familles de plantes. Parmi elles, on retrouve de nombreuses plantes d’intérêt 

agronomique telles que les pommes de terre, les pruniers, le soja, le pois ou encore le tabac. 

Les symptômes qu’ils peuvent induire varient en fonction du génotype de l'hôte, de l'isolat 

viral et des conditions environnementales. La majorité des potyvirus en milieu cultivé 

provoque des symptômes forts, causant un nanisme des plants infectés accompagnés d’une 

mosaïque jaune et d’un éclaircissement chlorotique des nervures (figure 2). Les autres 

organes de la plante sont eux aussi affectés par les potyvirus : les fleurs, les graines et les 
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fruits peuvent présenter des nécroses. Ces dégâts engendrent des pertes dans les cultures 

qui ont un impact agronomique et économique important (Shukla et al., 1994). 

 

 

 

Figure 2. Symptômes du TuMV sur navet (Brassica rapa). La feuille de gauche est infectée par le TuMV. Elle 

présente des symptômes de gaufrages, de mosaïque jaune, et un éclaircissement chlorotique des nervures. La 

feuille de droite est saine. 

 

Etant très répandu chez les végétaux et pouvant avoir des conséquences économiques 

lourdes, le genre Potyvirus est le genre viral le plus étudié. Leur étude couvre de nombreux 

aspects de la virologie végétale, tels que la caractérisation fonctionnelle des protéines 

virales, les interactions moléculaires avec leurs hôtes et leurs vecteurs, la structure, la 

taxonomie, l'évolution, l'épidémiologie, ou encore le diagnostic. 

 

1.2. Caractéristiques biologiques et biochimiques des protéines des potyvirus 

 

1.2.1. La protéine P1 

P1 est le premier produit de clivage depuis l’extrémité N-terminale de la polyprotéine 

des potyvirus. Elle a un domaine riche en sérines qui s’auto-clive à son extrémité C-terminale 

et qui est bien conservé entre les différents potyvirus (Verchot et al., 1991). Cependant, 

cette protéine a une taille pouvant varier entre 30 et 63 kDa suivant les espèces, ce qui fait 

d’elle la protéine potyvirale avec la plus grande variabilité au niveau de sa taille et de sa 

séquence (Adams et al., 2005 ; Yoshida et al., 2012). 
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P1 est importante pour l’amplification du génome (Verchot et Carrington, 1995). Son 

clivage en C-terminal est indispensable pour la viabilité du virus. En effet, en l’absence 

d’auto-clivage, P1 altère la fonction de HC-Pro maintenant ainsi une amplification virale en-

dessous des niveaux préjudiciables à la plante pour maintenir une capacité réplicative à plus 

long terme (Pasin et al., 2014). 

Une troisième fonction est associée à cette protéine. Il s’agit de l’adaptation du virus à 

son hôte, d’où la grande variabilité de séquence de P1 entre les différents potyvirus 

(Mengual-Chuliá et al., 2016). L’activité de P1 dans la suppression de l’ARN interférent peut 

ou non dépendre d'un facteur hôte et est donc classée, selon l’espèce viral, comme une 

activité de suppression du silencing de type A, dépendant de facteurs hôtes, ou de type B, 

indépendant des facteurs hôtes (Rodamilans et al., 2013).  

1.2.2. La protéine HC-Pro 

La protéine helper component protease (HC-Pro) est la protéine des potyvirus la plus 

étudiée. Le nom de cette protéine vient de la première fonction qu’on lui ait attribuée, celle 

de facteur assistant de la transmission par les pucerons (Govier et al., 1977). Elle est 

également très connue pour sa fonction de suppresseur de l’ARN interférence 

(Anandalakshmi et al., 1998 ; Kasschau et Carrington, 1998) et son rôle dans le mouvement 

de cellule à cellule et le mouvement systémique dans la plante (Kasschau et al., 1997). HC-

Pro a une taille d’environ 52 kDa et contient un domaine protéase riche en cystéines qui 

auto-clive HC-Pro de la polyprotéine à son extrémité C-terminale (Carrington et al., 1989). 

HC-Pro joue un rôle central dans la transmission par les pucerons, puisqu’elle est l’une 

des deux protéines indispensables pour la formation du complexe transmissible, composé de 

la particule virale (virion) et de HC-Pro qui interagit avec le puceron pour la transmission. En 

effet, HC-Pro lie le virion aux stylets du puceron. HC-Pro contient sur sa partie C-terminale 

un motif « PTK » interagissant avec le motif « DAG » de la protéine de capside (Blanc et al., 

1997; Peng et al., 1998). Cette interaction a été démontrée comme jouant un rôle 

indispensable dans la transmission des potyvirus par les pucerons. Actuellement, ni le lieu ni 

le moment de la formation de ce complexe n’est connue. Il pourrait se former dans les 

cellules infectées, au moment de l’acquisition, ou dans les stylets du puceron, ou les deux. 

De plus, HC-Pro dispose également sur sa partie N-terminale d’un motif conservé « KITC » 

qui est impliqué dans la liaison aux stylets des pucerons (Blanc et al., 1998 ; Granier et al., 
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1993 ; Robaglia et al., 1989 ; Seo et al., 2010) et d’un éventuel motif en doigt de zinc très 

conservé contenant quatre cystéines (Huet et al., 1994 ; Peng et al., 1998) (figure 3). Des 

recherches ont montré que HC-Pro se trouve sous forme dimérique, et probablement sous 

d’autres formes oligomériques, dans les cellules végétales. Ces mêmes travaux suggèrent 

qu’il s’agirait de la forme active pour la transmission (Plisson et al., 2003; Ruiz-Ferrer et al., 

2005; Thornbury et al., 1985). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Représentation schématique des régions et motifs de HC-Pro (adapté de Plisson et al., 2003). (A) 

Localisation des régions putatives de liaison au vecteur, à l'ARN, et à la capside virale dans la séquence HC-Pro. 

Zn, doigt de zinc putatif ; A et B, domaines de liaison à l'ARN. (B) Fonctions biologiques des différentes régions 

de HC-Pro et position des motifs conservés. La flèche indique que le motif PTK est également impliqué dans la 

transmission.  

 

Cette protéine multifonctionnelle est également un suppresseur de silencing, 

mécanisme de défense de la plante lors de l’infection virale. HC-Pro peut se lier avec les ARN 

simple brin, réduire des petits ARN de 21 nucléotides, interférer avec la méthylation des 

micros et des petits ARN et réguler négativement l’accumulation des petits ARN interférents 

(Anandalakshmi et al., 1998 ; Valli et al., 2008 ; Zhang et al., 2008). 

HC-Pro peut interagir avec de nombreuses protéines virales et hôtes. Cependant, à 

l'exception de son interaction avec la protéine CP pour la transmission par les pucerons, la 

pertinence fonctionnelle de ces autres interactions doit encore être caractérisée en détails. 

En effet, des études ont montré que HC-Pro peut interagir, avec les protéines virales P1 

(Merits et al., 1999), CI (Choi et al., 2000) et NIa-VPg (Guo et al., 2001). Des recherches ont 

A 

B 
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également mis en évidence que HC-Pro peut interagir avec des protéines de la plante hôte 

telles qu’une protéine liée à la calmoduline (Anandalakshmi et al., 2000 ; Nakahara et al., 

2012), le facteur de transcription Rous associated virus 2 (RAV2) induite par l'éthylène 

(Endres et al., 2010) ou encore la protéine (HC-Pro)-interacting protein 2 (HIP2) associée aux 

microtubules (Guo et al., 2003 ; Haikonen et al., 2013). Pour toutes ces interactions, le rôle 

fonctionnel reste à élucider. 

 

1.2.3. Les protéines P3 et P3N-PIPO 

Contrairement à la plupart des protéines potyvirales, P3 ne se lie pas à l'ARN viral. On 

lui attribue une implication dans l’amplification du virus (Klein et al., 1994) et dans 

l’adaptation à l’hôte (Sardaru et al., 2018 ; Suehiro et al., 2004). Cette protéine d’environ 41 

kDa est associée aux inclusions cylindriques cytoplasmiques formées par CI (Rodríguez-

Cerezo et al., 1993) et aux inclusions nucléaires formées par NIa et NIb (Langenberg et 

Zhang, 1997). P3 a également été localisée sur les membranes du réticulum endoplasmique 

(RE) et retrouvée avec des vésicules de réplication. Une région hydrophobe située dans sa 

partie C-terminale a été montrée comme étant responsable du ciblage RE par P3 (Cui et al., 

2010). 

La protéine P3N-PIPO (≈ 25 kDa) est impliquée dans le mouvement des potyvirus 

(Vijayapalani et al., 2012). Elle permet une propagation efficace du génome viral de cellule à 

cellule en passant par les plasmodesmes. Une étude plus récente a également mis en 

évidence que l’accumulation de P3N-PIPO du Clover yellow vein virus était reconnue par le 

gène de résistance Cyn1 de son hôte, le pois (Atsumi et al., 2016). 

 

1.2.4. La protéine CI 

La protéine cylindrical inclusion (CI) a une taille d’environ 71 kDa. Elle tient son nom 

des inclusions cylindriques qu’elle forme dans le cytoplasme des cellules infectées par les 

potyvirus (Edwardson et Christie, 1996). Plusieurs expériences suggèrent que cette 

formation d’inclusions cylindriques faciliterait le mouvement du potyvirus dans la plante 

(Wei et al., 2010a). Dans ce sens, la CI a été trouvée associée aux extrémités des virions, où 

elle aiderait à la translocation du virus via les plasmodesmes pour le mouvement de cellule à 

cellule (Gabrenaite-Verkhovskaya et al., 2008). 
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Cette protéine multifonctionnelle possède aussi une activité d’ARN hélicase et d’ARN 

réplicase (Laín et al., 1990) qui est impliquée dans la réplication de l’ARN viral (Fernández et 

al., 1997). 

 

1.2.5. Les protéines 6K1 et 6K2 

La protéine 6K1 (≈ 6 kDa) est l’une des protéines potyvirales les moins bien 

caractérisées. Elle aurait un rôle important pour la réplication virale au stade précoce de 

l'infection (Cui et Wang, 2016). Les autres données actuellement disponibles sur cette 

protéine suggèrent qu’elle agirait plus ou moins comme la protéine P3, c’est-à-dire qu’elle 

serait impliquée dans la multiplication du virus et dans l’adaptation à l’hôte. En effet, 

compte tenu du fait que le clivage entre P3 et 6K1 n'est pas essentiel pour l’infection virale, il 

a été proposé que P3-6K1 puisse constituer le principal produit fonctionnel. Cependant, en 

altérant la jonction entre les protéines P3 et 6K1, l'expression des symptômes est affectée, 

ce qui suggère que 6K1 seul peut jouer un rôle important dans l'infection par les potyvirus 

(Riechmann et al., 1995). De plus, des expériences ont montré que 6K1 était située sur la 

périphérie cellulaire, ce qui ne correspond pas à la localisation P3 qui se trouve dans le RE 

(Hong et al., 2007).  

Tout comme 6K1, la protéine 6K2 a une taille d’environ 6 kDa et n’est pas bien 

caractérisée. Elle s'accumule dans les membranes cellulaires hôtes, participe au mouvement 

à longue distance, au développement des symptômes (Rajamäki et Valkonen, 1999), et elle 

est capable d'induire la formation de vésicules de réplication du virus dans les membranes 

du RE (Thivierge et al., 2008). Récemment, une équipe a démontré que 6K2 recrute 6K1 sur 

les complexes de réplication virale puis détourne la protéine Photosystem II oxygen 

evolution complex de Nicotiana benthamiana pour réguler la réplication du potyvirus (Geng 

et al., 2017). 

 

1.2.6. La protéine VPg-NIaPro 

Les domaines VPg et NIaPro de NIa sont séparés par un site autoprotéolytique utilisé 

de manière inefficace (Schaad et al., 1996), ce qui implique que des quantités abondantes de 

produits NIa, VPg et NIaPro traités coexistent dans les cellules infectées à tout moment du 

processus d'infection. La VPg est une protéine multifonctionnelle impliquée, au moins, dans 

la réplication virale (Puustinen et Mäkinen, 2004), la traduction (Eskelin et al., 2011), et le 
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mouvement (Schaad et al., 1997). La protéine nuclear inclusion a (NIa) a une taille d’environ 

50 kDa. Elle tient son nom de sa capacité à former des inclusions cristallines dans les noyaux 

(Kassanis, 1939). NIaPro est une sérine protéase qui reconnaît spécifiquement des motifs 

conservés de sept acides aminés dans la polyprotéine virale et, en cis et en trans, les clive 

entre les positions 6 et 7 pour produire la plupart des produits protéiques viraux (Carrington 

et Dougherty, 1987). NIaPro a également une activité de liaison à l'ARN (Daròs et Carrington, 

1997), interagit avec l'ARN polymérase virale dépendante de l'ARN (protéine NIb) et 

intervient dans la réplication virale (Daròs et al., 1999). Enfin, NIa-Pro intervient dans la 

manipulation de la physiologie des plantes hôtes pour attirer des pucerons (Casteel et al., 

2014). En effet, une étude récente a mis en évidence que NIa-Pro se relocalise au niveau des 

vacuoles en présence de pucerons et démontre que cette relocalisation lui permet d’inhiber 

les défenses de la plante et ainsi, d’augmenter la fécondité du vecteur sur les plantes hôtes 

(Bak et al., 2017).  

 

1.2.7. La protéine NIb 

La protéine nuclear inclusion b (NIb) a une taille d’environ 59 kDa et forme elle aussi 

des inclusions cristallines dans les noyaux, d’où son nom (Kassanis, 1939). NIb, également 

appelée RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), est responsable de la réplication du 

génome potyviral (Hong et Hunt, 1996). Elle est associée à des structures membranaires, où 

a lieu la réplication de l'ARN viral. Pour former des complexes de réplication fonctionnels, 

NIb interagit avec les protéines hôtes heat-shock protein 70 (Hsc70-3, chaperonne), poly(A)-

binding protein (PABP, un facteur de traduction) et eukaryotic translation elongation factor 1 

alpha 1 (eEF1A, un facteur d’élongation de la traduction) (Dufresne et al., 2008 ; Thivierge et 

al., 2008). Ces interactions seront développées dans la partie 1.3. de l’introduction. De plus, 

NIb interagirait dans le noyau et dans le cytoplasme avec l'enzyme de conjugaison SUMO 

SCE1 et cette interaction amènerait à une multiplication accrue du virus (Xiong et Wang, 

2013). NIb peut aussi être sumoylée par SUMO3. Cette modification post-traductionnelle 

favorise l'infection en relocalisant NIb du noyau vers le cytoplasme et supprime également 

les réponses immunitaires de l’hôte (Cheng et al., 2017).  
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1.2.8. La protéine CP 

La protéine de capside, coat protein (CP) a pour fonction principale l’encapsidation du 

génome viral dans la particule virale mature. Chaque particule est composée d’environ 2000 

sous-unités de CP, agencées de manière hélicoïdale autour de l’ARN génomique (Adams et 

al., 2011). La CP est évidemment impliquée dans la transmission par vecteurs puisqu’elle 

permet la formation du complexe transmissible HC-Pro/virion via un motif « DAG » localisé à 

son extrémité N-terminale (comme déjà décrit dans la partie 1.2.2.). 

La région centrale de la CP est très conservée entre les potyvirus (Dolja et al., 1991). 

Elle représente le noyau de la CP. Les régions N-terminale et C-terminale sont moins 

conservées mais essentielles pour les interactions entre les sous-unités de CP puisqu’elles 

sont impliquées dans l'assemblage du virus (Dolja et al., 1994). 

Deux principaux types de modifications post-traductionnelles de la CP des potyvirus 

sont fréquemment rencontrés. Le premier correspond à la phosphorylation de la CP, c’est-à-

dire, à l’ajout d’un phosphoryl PO3
2- au niveau des sérines et des thréonines (Ivanov et al., 

2003). La O-N-acétylglucosaminylation (O-GlcNAc) constitue le second et consiste en 

l’addition d’un résidu de N-acétylglucosamine (GlcNAc) sur le groupement hydroxyle d’une 

sérine ou d’une thréonine (Kim et al., 2011 ; Subr et al., 2010). Ce dernier peut entrer en 

compétition avec la phosphorylation sur les mêmes résidus de sérine ou de thréonine ou sur 

des résidus voisins. Ainsi, si la protéine est phosphorylée elle n’est pas O-GlcNAc à la même 

position et vice-versa. Ces modifications post-traductionnelles seraient impliquées dans les 

processus cellulaires de régulation de la traduction, de réplication et de propagation au 

cours des différentes étapes de l'infection (Pérez et al., 2013). 

 

1.3. Multiplication virale 

La multiplication des potyvirus suit le cycle d’infection typique des virus à ARN positif 

(figure 4). Plus précisément, elle commence avec l’inoculation des virions dans les cellules 

végétales, par l’intermédiaire d’une blessure ou lors d’une transmission par vecteur. L’ARN 

viral est alors libéré dans le cytoplasme et est directement traduit. Les potyvirus initient 

cette traduction au niveau du RE et forment les vésicules 6K2 (Wei et al., 2010b). Ces 

dernières sont produites par le remodelage des organites composant le système 

endomembranaire de l'hôte (Grangeon et al., 2012). Ces inclusions peuvent ou non contenir 

des virions. Les potyvirus répliquent leur génome dans ces vésicules cytoplasmiques et plus 
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précisément au niveau des chloroplastes, où elles s’assemblent et induisent des 

retournements membranaires (Wei et al., 2010b). Ces vésicules se déplacent dans la cellule 

pour atteindre les plasmodesmes et parviennent ainsi aux cellules voisines pour y délivrer 

des génomes sous forme de complexes ribonucléoprotéiques qui vont initier un autre cycle 

de réplication des potyvirus (Grangeon et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Représentation schématique des différentes étapes du cycle d’infection d’une cellule végétale par 

un virus à ARN positif (adapté de Li et al., 2013). (1) Le virus pénètre dans la cellule végétale à l’aide de son 

vecteur ou par contact lors d’une blessure. (2) Une fois entré, le virus est décapsidé et l’ARN viral est ainsi 

libéré. L’ARN viral (+) (en rouge) sert directement d’ARN messager (ARNm). Le génome de polarité positive est 

traduit directement en une grande polyprotéine qui est ensuite clivée en plusieurs protéines. (3) La maturation 

de ces dernières fait intervenir plusieurs clivages en cascade. (4) La réplicase (carré bleu) va synthétiser un brin 
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Nucleus 

(1) 
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(-) (en bleu) pour aboutir à la forme réplicative constituée d’un brin (-) et d’un brin (+) appariés en double 

hélice. (5) Le brin (-) va servir à la synthèse de nouveaux brins (+). (6) Ces nouveaux ARN s’encapsident par 

autoassemblage du brin (+) et des protéines capsidiales afin de former de nouveaux virions. (7) Des génomes 

sous forme de complexes entre le génome viral et des protéines vont alors pouvoir circuler et envahir le reste 

de la plante, notamment via les plasmodesmes, alors que les génomes sous forme de virions vont pouvoir être 

véhiculés, grâce à leurs vecteurs, sur d’autres plantes. 

 

De nombreuses protéines potyvirales jouent un rôle direct ou indirect dans la 

multiplication des potyvirus. En effet, les protéines P3, CI, 6K2, NIa-VPg-Pro et NIb ont été 

identifiées dans des vésicules de réplication potyvirale (Beauchemin et al., 2007 ; Cotton et 

al., 2009 ; Cui et al., 2010 ; Dufresne et al., 2008 ; Merits et al., 2002). La protéine P3, par 

exemple, ne se lie pas à l'ARN viral et son rôle dans la multiplication pourrait être indirect, lié 

au fait qu’elle interagit avec plusieurs autres protéines virales qui elles sont impliquées dans 

la réplication (Guo et al., 2001 ; Zilian et Maiss, 2011). L’implication de CI est liée à sa 

fonction d’hélicase d'ARN (Eagles et al., 1994). La protéine 6K2 est quant à elle impliquée 

dans la formation des vésicules de réplication. Pour NIa-VPg-Pro, il s’agit de sa liaison à 

l'extrémité 5' de l'ARN viral et à son interaction avec NIb et 6K2 (Fellers et al., 1998). En 

effet, la protéine NIb possède une fonction de RdRp essentielle pour la multiplication virale 

(Hong et Hunt, 1996). La protéine HC-Pro détient elle aussi un rôle important puisqu’elle 

supprime l’ARN interférence et protège ainsi les intermédiaires réplicatifs et les brins 

génomiques non encapsidés de l'ARN viral (Burgyán et Havelda, 2011). 

Des facteurs d’hôtes interfèrent avec des protéines potyvirales impliquées dans cette 

multiplication. On en retrouve qui interagissent avec la VPg, comme la protéine Eukaryotic 

translation initiation factor 4E (eIF4E, facteur d’initiation de la traduction, et ses isoformes) 

mais également avec NIb, comme les protéines HSC70-3, PABP2 et eEF1A. Hsc70-3 est un 

composant du complexe de réplication viral puisqu’il se relocalise dans les vésicules lorsqu’il 

est associé à NIb (Dufresne et al., 2008).  

 

 

1.4. Mouvement dans la plante 

Une fois le potyvirus multiplié, il va infecter son hôte entièrement. Pour ce faire, les 

potyvirus ont besoin de se déplacer dans toute la plante. Ces déplacements peuvent avoir 

lieu sur de courtes distances, c’est-à-dire d’une cellule à l’autre grâce aux plasmodesmes qui 

28



assurent la continuité symplasmique entre les cellules. Sur de longues distances, les 

potyvirus se déplacent à partir du mésophile via les cellules des parenchymes périvasculaire 

et phloémien et via les cellules compagnes, pour atteindre la sève phloémienne avec 

laquelle ils seront transportés vers les niveaux foliaires supérieur et vers les racines.  

 

1.4.1. Mouvement sur de courtes distances 

Revers et García (2015) ont proposé un modèle pour le mouvement de cellule-à-cellule 

des potyvirus. Tout d’abord, P3N-PIPO interagit avec CI et le dirige vers les plasmodesmes 

(Wei et al., 2010a). L’ancrage du complexe CI/P3N-PIPO dans les plasmodesmes est réalisé 

grâce à l’interaction entre le domaine PIPO et le facteur hôte PCAP1 (Vijayapalani et al., 

2012). Ensuite, un plus grand nombre de molécules CI se lie au complexe CI/P3N-

PIPO/PCaP1, via une auto-interaction de CI, pour former des structures coniques. Enfin, la CP 

et les molécules d'ARN viraux nouvellement synthétisées sont libérées des vésicules de 

réplication et se déplacent le long des filaments d’actine vers les plasmodesmes. Par la suite, 

les complexes ribonucléoprotéiques sont formés et se lient aux structures coniques de CI 

puis se déplacent à travers les plasmodesmes en direction des cellules connexes (Roberts et 

al., 1998). Pour faciliter ce passage, il a été démontré que la CP et HC-Pro sont capables 

d'augmenter la limite d'exclusion de taille des plasmodesmes (Rojas et al., 1997). 

 

1.4.2. Mouvement sur de longues distances 

Le déplacement des potyvirus sur de longues distances à l’intérieur de la plante 

implique plusieurs étapes : leur entrée dans les cellules du mésophylle via les cellules du 

parenchyme périvasculaire, puis leur mouvement au niveau du parenchyme phloémien, des 

cellules compagnes, et à travers les éléments de la sève phloémienne. Les potyvirus sont 

ensuite propagés sur de nouvelles zones et y établissent de nouveaux foyers d'infection. Ces 

différentes étapes nécessitent la mise en place d'interactions spécifiques entre les virus et 

les facteurs hôtes (Hipper et al., 2013).  

Du côté des facteurs viraux, deux protéines virales sont actuellement connues pour 

être impliquées dans le mouvement à longue distance des potyvirus : la VPg et la CP. Pour la 

VPg, son domaine central serait impliqué dans le mouvement du virus sur de longues 

distances (Rajamäki et Valkonen, 1999). En effet, une hypothèse selon laquelle la VPg serait 

une protéine de mouvement vasculaire a été émise. D'autre part, on sait que la VPg a une 
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activité de suppression de l'ARN interférence, et ayant été localisée dans les cellules 

compagnes, il a été suggéré que sa fonction au début de l'infection pourrait être de 

supprimer certains mécanismes de résistance très précoces (Cheng et Wang, 2017 ; 

Rajamäki et Valkonen, 2003). De même, les parties N-terminale et C-terminale de la CP 

permettent (de manière inconnue) la propagation sur de longues distances (Andersen et 

Johansen, 1998 ; López-Moya et Pirone, 1998 ; Tatineni et French, 2014). Cet effet serait 

spécifique de l'hôte et de l’isolat viral (Carbonell et al., 2013). 

Du côté des facteurs de l’hôte, aucun n’a été identifié pour favoriser les déplacements 

des potyvirus sur de longues distances. Cependant, certains ont été identifiés pour freiner 

ces déplacements. Parmi eux, les gènes Restricted Tobacco etch virus movement (RTM) ont 

été décrits comme facteurs de résistance aux mouvements sur de longues distances 

(Mahajan et al., 1998). (Revers et García, 2015) proposent des hypothèses sur le mécanisme 

de fonctionnement de ces RTM dans la résistance aux potyvirus. Une première hypothèse 

serait que les particules virales en cours de chargement dans les cellules du phloème 

puissent être séquestrées par le complexe RTM. Une autre hypothèse serait que ce 

complexe réduirait l'accessibilité de facteurs ou de structures cellulaires requis pour le 

déplacement des potyvirus sur de longues distances. Enfin, une dernière hypothèse 

suggèrerait que le complexe RTM pourrait activer une réponse qui limiterait les 

mouvements dans la plante suite à une infection virale. 

 

Lorsque la plante est entièrement infectée par le potyvirus, celui-ci doit atteindre une 

nouvelle plante hôte pour assurer son maintien dans l’environnement. Ce passage vers un 

nouvel hôte, la transmission, dépend de son vecteur naturel, le puceron.   
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2. La transmission (article de revue)

La transmission est une étape centrale du cycle d'infection des virus puisqu'elle 

contrôle leur dissémination dans l'environnement. La transmission permet aux virus de 

couvrir la distance entre deux hôtes et de s’affranchir de la barrière imposée par la paroi 

cellulaire chez les plantes. Les virus ont donc dû développer des stratégies sophistiquées 

pour garantir le bon résultat de cet événement qui est très souvent assuré par un organisme 

tier, dénommé vecteur. L’interaction est alors dite tripartite entre le virus, le vecteur et la 

plante. Les vecteurs concernés sont pour la majorité des arthropodes, notamment ceux 

ayant un comportement alimentaire de type piqueur-suceur comme les pucerons, les 

mouches blanches et les cicadelles (Whitfield et al., 2015). 

Il existe deux modes d'interactions virus-vecteur : la transmission non circulante et la 

transmission circulante. Dans la transmission non circulante, le virus ne circule pas dans le 

vecteur, il reste accroché dans les pièces buccales du vecteur ou sur la cuticule qui recouvre 

la face interne de l’œsophage (Kennedy et al., 1962). Deux « stratégies » d’interaction 

moléculaire entre le virus et le vecteur sont décrites pour ce mode de transmission : soit la 

particule virale (virion) se lie directement à la cuticule du puceron (Bricault and Perry, 2013; 

Perry et al., 1998), soit une protéine virale non-structurale, le facteur assistant de la 

transmission, fait le lien entre le virion et le vecteur (Pirone and Blanc, 1996). Dans la 

transmission circulante, le virus circule à travers le corps du vecteur avant d'être inoculé sur 

un nouvel hôte (Kennedy et al., 1962).  

Outre les interactions moléculaires, la transmission du virus dépend aussi du 

comportement des vecteurs qui peut être altéré par le virus lui-même de manière directe ou 

indirecte. En effet, des études ont montré que le vecteur était davantage attiré par les 

plantes infectées lorsqu’il ne contenait pas de virus et inversement, le vecteur est davantage 

attiré par les plantes saines lorsqu’il contient du virus. (Ingwell et al., 2012 ; Rajabaskar et al., 

2014). En plus de ces modifications directes liées à l’absence/présence du virus dans le 

vecteur, des modifications indirectes altèrent également leur comportement. Il s’agit de 

modifications de la morphologie et/ou du métabolisme de la plante générées par l’infection 

du virus. Celles-ci favorisent, par exemple, l'attraction ou la répulsion des vecteurs, 
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notamment par la production de substances volatiles ou encore par le changement de 

couleur de la plante (Medina-Ortega et al., 2009 ; Ngumbi et al., 2007). 

Pour caractériser le plus précisément possible la transmission des potyvirus, il est 

nécessaire d’avoir des connaissances générales sur la transmission des virus végétaux. Cela 

est présenté dans la revue suivante, publiée dans le journal Insect Science. Elle décrit dans 

un premier temps les différents modes de transmission et les facteurs moléculaires 

impliqués. Ensuite, elle détaille l’influence du comportement des vecteurs sur la 

transmission, pouvant être altéré de manière directe et indirecte par le virus. Une autre 

partie présente le rôle des défenses de plantes impliquées dans la transmission du virus mais 

celle-ci sera abordée dans la section « 3. Les réponses des plantes face à la transmission », 

plus loin dans l’introduction. Dans cette revue, j’ai rédigé plus particulièrement la partie qui 

développe les interactions moléculaires existantes entre les virus et leurs vecteurs pour la 

transmission ainsi que la figure 1.  
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Insect transmission of plant viruses: Multilayered interactions
optimize viral propagation
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Abstract By serving as vectors of transmission, insects play a key role in the infection
cycle of many plant viruses. Viruses use sophisticated transmission strategies to over-
come the spatial barrier separating plants and the impediment imposed by the plant cell
wall. Interactions among insect vectors, viruses, and host plants mediate transmission by
integrating all organizational levels, from molecules to populations. Best-examined on
the molecular scale are two basic transmission modes wherein virus–vector interactions
have been well characterized. Whereas association of virus particles with specific sites
in the vector’s mouthparts or in alimentary tract regions immediately posterior to them
is required for noncirculative transmission, the cycle of particles through the vector body
is necessary for circulative transmission. Virus transmission is also determined by inter-
actions that are associated with changes in vector feeding behaviors and with alterations
in plant host’s morphology and/or metabolism that favor the attraction or deterrence of
vectors. A recent concept in virus–host–vector interactions proposes that when vectors
land on infected plants, vector elicitors and effectors “inform” the plants of the confluence
of interacting entities and trigger signaling pathways and plant defenses. Simultaneously,
the plant responses may also influence virus acquisition and inoculation by vectors. Over-
all, a picture is emerging where transmission depends on multilayered virus–vector–host
interactions that define the route of a virus through the vector, and on the manipulation
of the host and the vector. These interactions guarantee virus propagation until one or
more of the interactants undergo changes through evolution or are halted by environmental
interventions.

Key words arbovirus; defense; host plant; insect vector; interactions; plant virus;
transmission

Introduction

Viruses are obligate parasites that rely on their prokary-
otic or eukaryotic hosts for all steps of their replication
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cycle. The hosts provide the energy and infrastructures
necessary for themultiplication, encapsidation, andwhere
applicable, spread of the virus within the host. How-
ever, once replication is completed and the host’s re-
sources are depleted, viruses must overcome the hurdle
of having to cross physical and spatial barriers to reach
and invade another host. This process, transmission, is
achieved by using different but specific strategies. Trans-
mission can be vertical (Gray & Banerjee, 1999), mean-
ing that the pathogen passes from an infected progenitor
directly to the next generation. Transmission can also be
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horizontal, wherein the virus is transmitted from one indi-
vidual host to another of the same species or even one that
is potentially unrelated. In the simplest case, viruses lyse
host cells and then diffuse freely by Brownian movement
through the medium (or extracellular matrix) to reach
new host cells. This vector-less and support-less trans-
mission is found, for example, among microbe-infecting
viruses such as virophages and bacteriophages. Trans-
mission by direct or indirect contact, for example through
open wounds, as reported for animal, human, fungal and
plant viruses, also belongs to this category of transmis-
sion. In airborne transmission, viruses use inert supports
to reach and infect new hosts. For example, human rhi-
noviruses and other viruses are contained within aerosols
produced by sneezing and are distributed in the air to be
inhaled by new hosts; while other viruses are dispersed by
hitching a ride on dust and other solid particles. All other
modes of horizontal transmission rely on vectors, biologi-
cal entities that help viruses to bridge the distance between
2 hosts. The reasons for the success of vector transmission
are quite obvious: contrary to passive distribution by wind
or water, vectors are capable of actively and directionally
seeking and moving towards new hosts. Moreover, many
insect vectors are sap- or blood-feeding parasites, and can
deliver viruses directly into cells and vessels of a new host.
In fact, the needle-like mouthparts of piercing-sucking
insects—unlike those of chewing ones—inflict minimal
damage on their hosts, leaving the punctured cells and tis-
sues mostly intact and thus compatible for virus infection
and propagation. The term “flying syringes” has been
coined to illustrate this fact. Vectors are found among
different phyla. However, other than the less frequently
encountered vectors like fungal spores and nematodes,
most vectors transmitting animal, human, or plant viruses
are arthropods. Of the different classes of arthropods,
insects and arachnids play especially important roles as
plant, invertebrate and vertebrate virus vectors, although
parasitic crustaceans may also vector viruses (Overstreet
et al., 2009). Recent reviews have provided thorough cov-
erage of discrete biological and molecular aspects of in-
sect vector-mediated plant virus transmission (Blanc &
Gutiérrez, 2015; Drucker & Then, 2015; Ng & Zhou,
2015; Rosen et al., 2015; Whitfield et al., 2015; Mauck
et al., 2016). In a departure from these archetypal reviews,
we present here instead a general conspectus of the biol-
ogy of insect transmission of plant viruses, from molecu-
lar vector–virus interactions (how viruses are transported
by insects) to the ecology of virus transmission (how
viruses modify vector and host performance to promote
transmission).

Molecular virus–vector determinants
of transmission

Viruses need to interact physically with vectors during
all steps of transmission. During the transmission pro-
cess, the requirements change drastically. After acquisi-
tion during vector feeding, the virus must be retained in
the vector’s body in a transmissible form meaning it must
protect itself from the potentially hostile environment in
the vector. Then, the virus must be inoculated at the right
time into a new host. This necessitates opposing actions:
acquisition is only possible by physical binding to the vec-
tor and inoculation only by physical release from the latter,
and the intermediate retention phase must neither inter-
fere with acquisition nor inoculation. In this chapter, we
discuss the different molecular virus–insect interactions
that have evolved to accomplish the 3 steps (acquisition,
retention, and inoculation) of transmission.
Most insect vectors of plant viruses belong to the order

Hemiptera and have piercing-sucking mouthparts, called
stylets, designed for feeding in the phloem. Consequently,
the stylets are the first zone of contact between viruses
and vectors when the latter feed on infected plants. Differ-
ences in the feeding behaviors of different phytophagous
hemipteran insects (Ng & Zhou, 2015; Ng & Walker,
2016) notwithstanding, the initial exploratory stages of
feeding all involve some form of probing activities in
which vectors insert their stylets briefly into plant cells to
assess the suitability of the plant as a feeding host. When
a suitable plant is identified, the stylets ultimately pene-
trate into the phloem for sustained feeding. In both cases,
some saliva is first injected into the target and then a mix-
ture of saliva and cell or sieve tube contents is ingested
and passes through the stylets, the foregut and eventually
into the intestine. Virus particles (virions) contained in
the ingested fluid are thus temporarily (cells) or continu-
ously (phloem sap) flushed through the digestive system.
Viruses must find a way in this set-up to bind to the vector
for retention and later for inoculation. Two virion binding
locations have been identified, each with its own unique-
ness but both are superbly geared toward the common goal
of optimizing virus delivery. One location is the stylets
or regions farther up in the alimentary tract referred to
as the foregut. The advantage of binding to the stylets
is that the retention site can also be used for inoculation
when the insect switches from ingestion to salivation or
egestion/regurgitation. The disadvantage is that there is
only an extremely small window of time during which
virions flushing through can bind, and that virions are
retained in the vector only for a short time (Table 1).
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Table 1 Characteristics of the different viral transmission strategies by vectors (with data from Gray & Banerjee, 1999; Brault et al.,
2010; Whitfield et al., 2015).

Transmission mode Noncirculative (nonpersistent,
semipersistent)

Circulative (persistent)

Transmission strategy Capsid Helper Nonpropagative Propagative
Acquisition time Seconds to minutes Hours to days
Latency period None Hours to days Days to months
Inoculation time Seconds to minutes Minutes to hours
Retention time Minutes to hours or days Days to lifetime Lifetime
Retention place for

inoculation
Stylets and foregut (Accessory) salivary glands

Virus retained after molt No Yes
Multiplication in the vector No No Yes
Transmission to the

progeny
No Sometimes

Acquisition from Epidermis, mesophyll, phloem Phloem
Inoculation into Epidermis, mesophyll, sometimes xylem Epidermis, mesophyll, phloem
Particularity Allows

transcomple-
mentation

Insects and
plants are virus
hosts

Examples (virus) Cucumovirus,
Alfamovirus,
Crinivirus

Potyvirus,
Caulimovirus,
Waı̈kavirus

Luteovirus,
Polerovirus,
Begomovirus

Phytoreovirus,
Fijivirus,
Oryzavirus

Examples (insects) Aphids,
whiteflies,
planthoppers

Aphids,
whiteflies,
leafhoppers

Aphids,
whiteflies,
beetles

Aphids,
planthoppers,

thrips

Nonetheless, this transmission mode, named nonpersis-
tent transmission (Watson & Roberts, 1939) or, to reflect
the fact that virions do not cycle through the vector, non-
circulative transmission (Kennedy et al., 1962), is used by
hundreds of viruses. Virus-binding to vectormouthparts is
often considered as being similar to contact transmission,
requiring no particular prerequisites (from either the virus
or the vector). Yet there is a conspicuous degree of vector
specificity in that a noncirculative virus can be transmitted
by several species of 1 insect family but not by members
of another insect family. For example, Cucumber mosaic
virus (CMV) is transmitted by at least 80 aphid species
(Zitter & Murphy, 2009), but by no whitefly species. This
suggests that noncirculative transmission is not the result
of the nonspecific contamination of vector mouthparts.
Many noncirculative viruses use their capsid for binding
to the vector mouthparts. The reason for this is certainly
that the capsid protects the viral genome from potential
dangers that exist throughout the transmission process in-
cluding unfavorable environments in the mouthparts and
that epitopes unique to coat proteins can serve as specific
vector binding sites. For example, specific regions in the
coat protein of CMV are determinants of capsid stabil-

ity and/or vector interaction (Perry et al., 1998; Bricault
& Perry, 2013). Capsid determinants of transmission
have also been identified for other noncirculative viruses
(Table 2). While many viruses bind like CMV di-
rectly, others bind indirectly, relying for this on viral
encoded nonstructural proteins, so-called Helper Com-
ponents (HCs). HCs contain vector-binding and virion-
binding regions that function as molecular bridges to me-
diate virion binding to vector ligands (Pirone & Blanc,
1996). The HCs identified in various potyviruses and
the caulimovirus Cauliflower mosaic virus (CaMV) have
been best studied (Table 2). A remarkable feature of
helper-mediated transmission is that virions may exist in
2 forms, either complexed to the HC or not. Further-
more, it has been shown that transmissible complexes
can form in infected plant cells, before or at the time
of acquisition, or in the vector. Since HCs bind to vec-
tors independently of virions, sequential acquisition of
HC and virions is possible. This enables the phenomenon
called HC-transcomplementation (Froissart et al., 2002),
where a HC acquired initially by the vector assists in the
transmission of virions located in the same cell, in
other cells, or even in other host plants probed by the
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Table 2 Examples of viral proteins involved in vector interaction. Only proteins for which virus–vector interaction domains have been
characterized are listed.

Virus Family Vector Helper Vector interaction Reference

Noncirculative viruses
Cucumber mosaic

virus
Bromoviridae Aphids No Coat protein Chen & Francki

(1990); Perry
et al. (1998); Ng
et al. (2000)

Lettuce infectious
yellows virus

Closteroviridae Whiteflies No Minor coat protein Tian et al. (1999);
Chen et al.
(2011)

Tobacco vein
mottling virus,
Potato virus Y,
Tobacco etch
virus

Potyviridae Aphids Yes HC-Pro Atreya et al.
(1992); Wang
et al. (1996);
Blanc et al.
(1998); Peng
et al. (1998)

Cauliflower mosaic
virus

Caulimoviridae Aphids Yes P2 Woolston et al.
(1987); Moreno
et al. (2005); Leh
et al. (1999)

Circulative viruses
Barley yellow dwarf

virus
Poleroviridae Aphids No Coat protein,

Readthrough
protein

Chay et al. (1996)

Beet western yellow
virus, Potato leaf
roll virus

Poleroviridae Aphids No Coat protein,
Readthrough
protein

Reinbold et al.
(2001); Peter
et al. (2008)

Abuliton mosaic
virus

Geminiviridae Whiteflies No Coat protein Höhnle et al.
(2001)

Potato yellow dwarf
virus

Rhabdoviridae Leafhopper Yes Coat protein G Gaedigk et al.
(1986)

Rice dwarf virus,
Wound tumor
virus

Reoviridae Leafhopper Yes Coat proteins P2
and P8,
nonstructural
protein Psn4

Omura and Yan
(1999); Chen
et al. (2015)

Tomato spotted wilt
virus

Bunyaviridae Thrips Yes Coat protein GN,
Nonstructural
protein NSs

Whitfield et al.
(2008); Margaria
et al. (2014)

vector. HC-transcomplementation has been speculated
to increase diversity of the transmitted virus popula-
tion because it favors assembly of transmission units
from different plant sites (Froissart et al., 2002). How-
ever, it might just as well serve to economize cell re-
sources by forming transmission units only when they
are needed, that is, when vectors probe on plants, leav-
ing the virions and HCs available for accomplishing
other steps in the replication cycle the rest of the
time.

After binding to still unknown ligands and retaining in
the stylets or foreguts following acquisition feeding, non-
circulative viruses must be inoculated into a new host to
complete the transmission cycle. The conceptual problem
is that the retention sites are also the sites from which
virions are inoculated, and must be compatible with bind-
ing and release. The current hypothesis is that differ-
ent biochemical conditions (pH, redox potential, fluid
composition) in ingested saliva/plant sap and secreted
saliva favor virus binding and release, respectively. This
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theory provides a credible framework for explaining the
inoculation of virions bound to the common canal (lo-
cated at the stylet tips) formed by the convergence of
the food and the salivary canals that run parallel to each
other (Uzest et al., 2007). This common region is con-
stantly exposed to fluids whose constituents include in-
ward streaming (ingested) virus-containing plant sap or
outward streaming saliva. The situation is less well under-
stood for foregut-borne viruses like whitefly-transmitted
criniviruses (Chen et al., 2011; Ng, unpublished). It would
seem less dependable for alternating ingestion/salivation
processes to mediate the transmission of such viruses
since the virions are localizedway posterior to the junction
of the food and the salivary canals.
The second binding sites for acquired virions are located

deeper in the vector’s digestive system, in the mid- and the
hindgut (Brault et al., 2010). Here, available immobiliza-
tion times can be much longer, but the virions must resist
the lytic conditions in the gut lumen. Furthermore, the di-
gestive tube is a one-way flow system toward the anus and
the retention sites cannot function as launch pads for virus
inoculation. Instead, virions must traverse the gut epithe-
lia into the body cavity (hemocoel) and invade the salivary
glands. From there, virions are inoculated together with
saliva into a new host. This transmission mode is named
persistent transmission (Watson & Roberts, 1939) or cir-
culative transmission (Kennedy et al., 1962), because the
viruses cycle through the vector and vectors remain trans-
mitters for long periods of time (Table 1).
Clearly, circulative transmission requires highly spe-

cific virus–insect interactions. The viral capsid is a part
of the virion that is the most exposed to the environ-
ment and also to the vector. Therefore, as with noncircu-
lative transmission, the capsid not only protects the viral
genome, but it must also facilitate virion passage through
the vector. Indeed, motifs on capsid and capsid-associated
proteins have been implicated in circulative transmission
(Table 2). Insects use like animals besides paracellular
transport receptor-mediated and receptor-independent en-
docytosis for the uptake of specific ligands present in the
gut lumen (Schelhaas, 2010), and also for the internal-
ization of hemocoel components by organs including the
salivary glands. Electron microscopy studies have indi-
cated that viruses hijack one or both endocytosis systems
for gut-hemocoel and hemocoel-salivary glands transfer
(Brault et al., 2007; Ammar et al., 2009). For this to hap-
pen, virions must interact specifically with endocytosis
components, for example natural ligands, endocytosis
receptors, adapter proteins and others. The coat proteins
of specific viruses have been implicated to be involved
in such interactions, but their insect targets are largely

unknown (Table 2). An exception is membrane alanyl
aminopeptidase N, a putative gut receptor protein of the
Pea enation mosaic virus (PEMV) (Linz et al., 2015).
Interestingly, this protein is also involved in endocytosis
of animal enteroviruses (i.e., Delmas et al., 1992), sug-
gesting that viruses infecting phyla as different as plants,
insects, and animals evolved independently similar strate-
gies for internalization. A problem that endocytosed viri-
ons must avoid is degradation in lysosomes, the usual
destination of endocytic vesicles. How circulative plant
viruses achieve this is unknown.
A unique form of circulative transmission involves the

propagation of viruses, referred to as propagative trans-
mission. Viruses exhibiting this mode of transmission
replicate in plants as well as in various vector organs.
It is proposed that circulative propagative viruses are
insect viruses that have acquired the ability to invade
plant tissues (Nault, 1997). Thus, there are a few in-
sect viruses such as Nilaparvata lugens reovirus (NLRV)
that can be insect-to-insect-transmitted through plant tis-
sue, but do not infect the plant (Nakashima & Noda,
1995).
Taken together, an overarching theme concerning the

molecular virus–vector determinants of transmission ap-
pears to be one in which the virus capsid or capsid-
associated proteins are involved in controlling acquisi-
tion, retention, and inoculation for both noncirculative
and circulative virus transmission, while corresponding
contributions from the vector constitute different, and
still very poorly understood, insect components. One fun-
damental distinction between noncirculative and circula-
tive transmission is that extracellular cuticular factors in
the mouthparts or the foregut are used for noncirculative
acquisition/retention, while intracellular components are
used for circulative acquisition/retention. Saliva, on the
other hand, is involved in the inoculation of all circula-
tive and most noncirculative viruses, with the situation
for foregut-borne viruses being less clear. Why do two
very different transmission modes exist? The answers
may fall beyond our complete understanding. However,
we are clear about some of the benefits that the viruses
derive from these systems. For example, the short time
that noncirculative viruses spend retaining in their vectors
might be counteracted by the benefit of their immediate
transmissibility. In addition, unlike for circulative viruses,
which are dependent on closely related vector species for
transmission, the much lower vector specificity of non-
circulative viruses enhances their chances to encounter
a suitable vector. Thus, noncirculative and circulative
transmission might represent generalist and specialist
strategies, respectively.
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Viruses modify vector performance and
behavior to enhance transmission

The continuum of processes occurring during insect-
mediated plant virus transmission (Ng & Zhou, 2015)
extends beyond the mere molecular contacts between the
virus, vector, and plant host. They consider as well how
virus infection in plants alters insect vector behaviors as-
sociated with host plant selection. Host plant selection by
insects is a complex process involving different stimuli
and responses (Fereres & Moreno, 2009). This process is
best-described for aphids, but it basically applies to other
species of the orders Hemiptera or Thysanoptera as well.
The process comprises 4 steps: (1) visual and chemical at-
traction to a host plant, (2) alighting and initial assessment
of the leaf surface, (3) probing on epidermis and meso-
phyll tissues, and (4) sustained feeding of phloem sap.
Each of these steps can be influenced by the physiologi-
cal status of the plant, and since viral infection changes
plant physiology, it can, in principle, also change host
selection by insects. Indeed, many studies have provided
evidence that viruses themselves might alter specific as-
pects of host plant phenotypes in ways that enhance virus
transmission. This has been conceptualized in the Vector
Manipulation Hypothesis (VMH) proposed by Ingwell
et al. (2012). Plant viruses influence vector–host inter-
actions in 2 different manners: (1) direct effects due to
the presence of virions in the vector’s body and (2) indi-
rect effects mediated by viral interference with the host
plant. This review will focus on both, beginning with the
latter.

Indirect vector manipulation

Plant color and volatile organic compounds (VOC) can
both be modified by virus infection and, in turn, alter
the initial attractiveness of the infected plants to vectors
(Fereres & Moreno, 2009). Then, after alighting, insects
probe the infected plants for quality as hosts and either
commit to staying and colonizing, or leave. Theoretical
considerations suggest that both noncirculative and circu-
lative viruses would enhance vector attraction to infected
plant hosts as a strategy to improve virus acquisition ef-
ficiency. However, once attracted, it is reasonable to sur-
mise that noncirculative and circulative viruses would re-
quire different feeding arrestment periods and behaviors
in their insect vectors to mediate optimal pathogen spread
(Mauck et al., 2012). Rapid degradation and low nutrition
quality of plants would discourage long-term settlement
and induce quick vector dispersal from the deteriorat-
ing plant. For noncirculative viruses, this would increase
transmission efficiency because 1 feature of noncircula-

tive transmission is that vectors acquire viruses quickly,
but retain the transmission ability only for brief peri-
ods after probing on infected plants (Hodge & Powell,
2008). In contrast, this would clearly be a disadvantage
for circulative viruses where acquisition periods are con-
siderably longer. Therefore, the decline in plant quality
should be slower for circulative virus-infected plants to
favor sustained feeding on the infected host (Mauck et al.,
2012).
What evidence exists that supports or refutes the

models of noncirculative virus-induced changes (in
plants) on vector manipulation? In free-choice assays,
Acyrthosiphon pisum Harris aphids settled preferen-
tially on leaf disks infected with Bean yellow mosaic
virus (BYMV) compared to healthy disks (Hodge &
Powell, 2008). Aphis gossypii Glover alates preferred
plants infected with CMV over mock-inoculated plants
up to 30 min after insect release, but later aphids changed
their behavior and settled on healthy plants. This behavior
can be correlated with the initial acquisition of virions
from infected plants by aphids, followed by the migra-
tion of these viruliferous aphids and their inoculation of
virions to healthy plants (Carmo-Sousa et al., 2014). The
soybean aphid Aphis glycines Matsumura was attracted
to plants infected with Soybean mosaic virus (SMV) for
up to 60 min (Peñaflor et al., 2016). Within this period,
aphids initiated sustained feeding on SMV-infected plants
more so than on mock-inoculated plants, a behavior dis-
advantageous to transmission of noncirculative viruses
like SMV (Hodge & Powell, 2008). By contrast, SMV-
infected soybean plants did not attract aphidsMyzus persi-
cae Sulzer and Rhopalosiphum maidis Fitch, but the latter
remained for a shorter period on the infected plants be-
fore taking off. This potentially increases the probability
of probing on another healthy host before the vector loses
transmissibility of the virus (Fereres et al., 1999). These
and other examples (Table 3A) might seem controver-
sial, but they clearly reflect on the complexity of specific
plant–virus–vector interactions and their impacts on virus
transmission.
Evidence of aphid attraction to circulative virus-

infected plants was mostly obtained from studies on
viruses from the family Luteoviridae (Table 3B). The
emerging picture gathered from these studies appears
to be more cohesive than that of noncirculative viruses.
Thus, M. persicae settling on potato leaves was sig-
nificantly more marked on plants infected by the
circulative Potato leafroll virus (PLRV) than on plants
infected by the noncirculative Potato virus Y (PVY), the
nonvectored Potato virus X (PVX), or on virus-free plants
(Castle et al., 1998). In separate studies, olfactometer tests
and emigration bioassays showed again the preference
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ofM. persicae for PLRV-infected potato leaves over non-
infected ones. The attraction increased over time for up
to 60 min after aphid release, and was correlated to
VOCs released by the plants (Eigenbrode et al., 2002; Al-
varez et al., 2007; Werner et al., 2009; Rajabaskar et al.,
2013). Attraction to infected plants, assisted by VOC, was
also found for other Luteoviridae–aphid pathosystems
(Table 3B), strongly suggesting that this phenomenon is
characteristic for circulative viruses, or, at minimum, for
members of the Luteoviridae.
Considering vector fitness, the model outlined above

predicts that noncirculative viruses reduce the quality of
the host and this, in turn, imposes adverse effects on aphid
fitness. In support of this, infection byTurnipmosaic virus
(TuMV) of Chinese cabbage shortened the life ofBrevico-
ryne brassicaeL. colonies, prolonged the nymphal period,
and reduced the live weight of adults (Hodgson, 1981).
Furthermore, Mauck et al. (2014) showed that CMV in-
fection decreased the nutritional value of infected plants,
but concurrently made the plants more attractive for vec-
tors by changing VOC and ethylene production, thereby
encouraging an attraction/deterrence behavior to favor
transmission.
However, beneficial effects of noncirculative virus

infection were also reported (Table 3A). Nymphs of
M. persicae reached maturity faster, and adults were
heavier and deposited larvae more frequently on TuMV-
infected Chinese cabbage (Hodgson, 1981). Increased
fitness of M. persicae was also observed on TuMV-
infected tobacco and Arabidopsis (Casteel et al., 2014;
2015), and of A. gossypii on Zucchini yellow mosaic
virus (ZYMV)-infected squash plants (Blua & Perring,
1992). Interestingly, in this case aphid fitness changed
with infection stage. Fitness was higher on recently in-
fected plants than on older infected plants, concomitant
with rejection of the older plants and conducivewith trans-
mission. Thus, as with the attractiveness studies, appar-
ently contradictory results have been reported from stud-
ies on the effect of noncirculative virus infection on vector
fitness.
In contrast with noncirculative viruses, it seems bene-

ficial for circulative viruses to augment aphid fitness by
increasing the plant host’s quality as a strategy to prolong
feeding arrestment and optimize virus acquisition. Indeed,
M. persicae showed significantly increased growth rates
and intrinsic rates of natural increase on PLRV-infected
potato plants than on uninfected ones (Castle & Berger,
1993). The same response, that is, better vector fitness, has
been reported for other viruses (Table 3B). Contrasting
results have been reported as well. Fiebig et al. (2004)
found that BYDV negatively affected Sitobion avenae
Fabricius development. However, that study also showed

that more alate insects developed on the infected plants.
Since alates potentially spreadBYDVbetter thanwingless
forms, this possibly neutralizes the negative impact. Thus,
most results support the general notion that circulative
viruses increase vector fitness, at least in the case of aphid
vectors. Less data on the influences of virus infection (in
plants) on vector fitness are available for other hemipteran
vectors. The results provided in the few available reports
(Table 3B) are all in linewith those of aphid vectors, which
is not surprising given the similarities in feeding behav-
iors among phytophagous hemipterans. It should be noted
that better performance of vectors on infected plantsmight
not always be specific for a pathosystem, since increased
fitness has also been reported for the chewing-bitingMex-
ican bean beetle (Epilachna varivestis Mulsant) feeding
on bean plants infected with Southern bean mosaic virus
(SBMV, which it vectors) or with BPMV (which it does
not transmit) (Musser et al., 2003).
Taken together, it seems that circulative viruses show

more consistent effects on attraction and fitness of vectors
than do noncirculative viruses. This could be attributed to
the intimate and more specific/sustained relationships be-
tween circulative viruses and their vectors, which might
not allow large variations of the parameters controlling
transmission. Noncirculative virus–vector interactions are
transient and less specific, and other interaction parame-
ters that are usually not considered by the general models
might greatly impact noncirculative transmission. Plant
longevity is an example of one such parameter that can
play a role on vector fitness. Hily et al. (2014) showed that
CMV-infectedArabidopsis plantswith a short-lived geno-
type supported larger M. persicae populations and were
more susceptible to infection than plants with a long-lived
genotype, with consequences for their role as pathogen
reservoirs.
Another parameter impacting not only transmission

but also vector fitness, is insect feeding behavior. Us-
ing Electrical Penetration Graph (EPG) technique, which
analyzes tissue penetration and sap ingestion by vector
mouthparts in real time, several authors have identified
modified probing behaviors of aphids that are potentially
associated with the enhanced transmission of noncircula-
tive viruses. Myzus persicae probed more frequently on
PVY-infected pepper plants, and transmission of PVY
was associated with shorter than average probes during
acquisition feeding (Collar et al., 1997). Carmo-Sousa
et al. (2014) observed that A. gossypii made more in-
tracellular probing punctures on CMV-infected cucum-
bers. At the same time, the aphids showed increased
phloem feeding deterrence. An implicit explanation for
these observations is that noncirculative viruses are lost
when aphids are allowed to probe, after virus acquisition,

C© 2017 Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, 00, 1–18
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the phloem on the same plant (Fereres & Moreno,
2009).
The modification of vector feeding behavior by circula-

tive viruses has also been observed. Schizaphis graminum
Rondani aphids on BYDV-infected oats displayed in-
creased feeding activity, characterized by a shorter time
before phloem ingestion and an increase in ingestion
duration, whereas R. padi did not (Montllor & Gildow,
1986). EPG results obtained for M. persicae on PLRV-
infected or healthy potato plants suggested a reduc-
tion in plant resistance to stylet penetration on infected
plants, with fewer numbers of short duration probes be-
fore the first phloem activity (Alvarez et al., 2007).
Similar results were obtained in other pathosystems
(Table 3B). Most studies support the view that virus in-
fection incites phloem feeding, which would speed up
virus acquisition of the often phloem-restricted circulative
viruses.
Collectedly, this short review section of the literature

shows that there is reasonable evidence that infection in
plants by circulative and noncirculative viruses tends to-
ward the specific alterations of insect feeding behaviors
that impact the transmission of specific viruses.

Direct modification of the behavior of viruliferous
vectors

Besides plant-mediated indirect modification of
insect behaviors and performance, studies have also doc-
umented that the sole presence of viruses in insect vec-
tors is associated with changes in the vectors’ behav-
iors that are amenable to transmission. For example,
BYDV-viruliferous R. padi preferred to feed on nonin-
fected wheat plants, while nonviruliferous aphids pre-
ferredBYDV-infected plants (Medina-Ortega et al., 2009;
Ingwell et al., 2012). Similar observations were made
for the M. persicae/PLRV (Rajabaskar et al., 2014) and
A. gossypii/CABYV pathosystems (Carmo-Sousa et al.,
2016). This differential behavior, depending on the virus-
carrying status of the aphid, may promote pathogen spread
since the nonviruliferous vectors’ preference for infected
plants and the viruliferous vectors’ preference for nonin-
fected plants tend toward the promotion of virus acquisi-
tion and inoculation, respectively. At least in some cases,
the altered preferences might be mediated by volatiles
(Ngumbi et al., 2007; Medina-Ortega et al., 2009). Stud-
ies on the direct modification of behavior in other virulif-
erous vector species yielded similar results as for aphids
(Table 3C).
Thus, many examples show that circulative viruses

modify vector behavior and it is easily imaginable that
viruses do so by interfering/interacting with insect com-

ponents during their passage through the vector. Although
the mechanisms underpinning these associations are un-
known, possible vector targets could be localized in the
gut, the salivary glands, and even the nervous system. It
is not assumed that the presence of noncirculative viruses
in insects changes behaviors, but it is principally imagin-
able that they, too, interact with ligands lining the mouth-
parts or the intestine and thereby alter feeding behavior.
Evidence for this might come from the work by Collar
et al. (1997) who reported that viruliferous aphids trans-
mitting PVY from infected pepper plants had different
feeding behavior than those that did not transmit the virus
from the same plants. Since not all cells are infected in
PVY-infected leaves, one could speculate that the feeding
behavior changed when aphids probed infected cells, pos-
sibly due to a viral component or a virus-induced plant
factor. Another example are Bemisia tabaci Gennadius
whiteflies viruliferous with the noncirculative, semiper-
sistent Cucurbit chlorotic yellows virus that showed dif-
ferent behaviors than virus-free whiteflies (Lu et al.,
2017).
Overall, substantial data on viruses’ manipulation of

insects and plants have been obtained. They show clearly
that viruses may interfere at all stages of insect–plant
interactions to enhance transmission. These “manipula-
tions” are extremely different from one virus–plant–insect
pathosystem to another. However, it seems that circulative
viruses modify different plant–insect pathosystems more
similarly than noncirculative viruses do. A challenge for
the future will be to reveal the mechanisms behind these,
especially in regards to how the vector’s preferences are
modulated in the vector itself.

Plant defense-related pathways involved
in virus transmission

Plant defense responses against herbivores such as callose
deposition, phloem clogging, and VOC synthesis, render
plants unattractive or inaccessible for insects, and deter
them from feeding. This is not advantageous for plant
viruses that depend on insect vectors for transmission.
However, viruses and insect vectors have the capacity
to engage each other in synergism and beneficial mu-
tualism to manipulate plant defense responses to their
benefit.
Typical plant defense against herbivorous insects fol-

lows the 2-staged “Zigzag” model that was initially pro-
posed for the defense against microbes (Jones & Dangl,
2006). These plant defenses rely on recognition by the
plant of broad-specificity pathogen-associated molecu-
lar patterns (PAMPs) in the first step, pathogen-triggered
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immunity (PTI), and on that of highly specific pathogen
molecules in the second step, effector-triggered immunity
(ETI). They drive fast defense responses like reactive oxy-
gen bursts and callose deposition and slower defense re-
sponses that by mediation of phytohormones propagate
throughout the plant and install systemically acquired
resistance.
Viruses can interfere with these defense systems and

decrease plant defenses against insects, and, in so doing,
increase plant quality for the vectors and vector fitness.
The rationale is that better insect survival will increase
the number of vectors loaded with virus, thus promoting
virus transmission. One example of a pathogen effector is
CMV protein 2b that tampers with jasmonic acid signal-
ing (Lewsey et al., 2010) to possibly promote aphid in-
festation and transmission (Ziebell et al., 2011; Wu et al.,
2017). In another example, Casteel et al. (2014) demon-
strated that TuMV infection suppresses callose deposition
and increases aphid fecundity on tobacco and Arabidopsis
plants. A single conserved TuMV protein, NIa-Pro, was
found to suppress the resistance against aphids. Concomi-
tantly, the NIa-Pro-associated interference of the plant de-
fense system was accompanied by modified ethylene sig-
naling (Casteel et al., 2015). The underlying mechanisms
remain unknown. More is known about Tomato yellow
leaf curl China virus (TYLCCV)–B. tabaci interaction.
Here the viral satellite-coded βC1 protein interacts with
the host protein AS1 to suppress a set of jasmonic acid
responses. This correlates with an increase in fitness of
whiteflies (Zhang et al., 2012). βC1 interacts also with the
host transcription factor MYC2 and reduces the synthesis
of toxic terpenes, again boosting the survival of whiteflies
(Li et al., 2014).
There is yet another perspective when considering the

interactions associated with virus transmission, and that
is the insect vectors themselves. Their interactions with
plant defenses might pave the way for viral infection
and transmission. For example, some insect- or tick-
transmitted animal viruses are more efficiently trans-
mitted by ticks or by artificial inoculation with saliva-
coated needles than by inoculation with uncoated needles.
This phenomenon, termed “saliva-activated transmission”
(Nuttall et al., 2000), is due to the tampering of saliva
proteins with the immune system (i.e., Thangamani et al.,
2010; Lieskovská et al., 2015). For the transmission of
plant viruses, the interference of plant defenses by effec-
tor proteins in the saliva of insect vectors may be thought
of as an equivalent of saliva-activated transmission used to
facilitate virus inoculation. Several studies have alluded
to this possibility. In a study by Will et al. (2007), an un-
known factor in aphid saliva was found to prevent sieve
tube clogging; it is tempting to speculate that this or other

factors might also participate in the inoculation of viruses.
Saliva components are also assumed to modify PTI, ETI
and other defense responses, but hardly any candidates
are known (reviewed by Kaloshian & Walling, 2016; van
Bel & Will, 2016) and their possible role in facilitating
virus transmission is even less explored. On a promis-
ing note, there are ongoing efforts to analyze the roles
of aphid saliva in plant defense mitigation (i.e., Jaouan-
net et al., 2014; Kettles & Kaloshian, 2016; Mugford
et al., 2016; Rodriguez et al., 2017) and we are hope-
ful that specific gaps in knowledge might soon be filled.
Taken together, plant defenses may play a prominent role
in virus transmission. This role is mostly indirect and
involves changing plant and insect performances to fa-
vor transmission. However, there is recent evidence on
a possible direct role of plant defenses in transmission.
The noncirculative CaMV responds to aphid probing by
inducing within seconds transmissible virus forms that
are acquired by the insects (Bak et al., 2013; Martinière
et al., 2013). Likewise, the potyviral NIa-Pro protein re-
localizes transiently to vacuoles when aphids probe on
TuMV-infected leaves and this correlates with inhibition
of plant defenses (Bak et al., 2017). It has been sug-
gested that early steps of plant defense against aphids
are somehow deviated by these viruses to enable these
reactions.

Outlook

Transmission is the result of multilayered interactions
at each step of the transmission process (Fig. 1). In
the beginning, virus-modified plant parameters (volatiles,
color, nutrients, etc.) may attract/deter vectors, then viral
transmission-specific proteins and, in some cases, vector-
induced formation of transmission morphs may control
the acquisition step. Subsequently, again with the influ-
ences of virus-modified plant parameters (phloem com-
position, volatiles, etc.), vector fitness and behaviors may
be altered to determine the duration of virus acquisition
and to encourage the vector to seek out a new host. Fi-
nally, viruses may modify vector performance directly,
by interacting with vector factors, to guide transmission.
And, to complete the cycle (Fig. 1), insects could interact
with plant defenses during plant probing and infestation
to facilitate viral infection.
Despite the large body of evidence documenting

changes in infected plants and vectors that are related
to transmission, the molecular determinants, especially
on the plant and vector sides, are only beginning to be
revealed. It is a challenge for the future to identify these
pathways and mechanisms, for pure scientific pleasures
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Fig. 1 The transmission cycle. Virus-free insect vectors are more attracted to infected plants than to healthy ones. This is due to plant
color, odor, metabolism etc. altered by viruses, which provide positive or negative cues for subsequent virus acquisition during insect
feeding. Again, acquisition is often facilitated by viral modifications of the plants promoting “acquisition-friendly” feeding behavior,
for example, longer feeding for circulative and deterrence for noncirculative viruses. For this, viruses, working on altering plant defense
responses and other pathways, may interfere with the perception of insects by plants, with plant defense responses and with other
pathways. At least one virus (CaMV) responds instantly to the vector’s presence by forming transmission morphs. Viruses are retained
in the insects after acquisition for short (noncirculative viruses) or longer (circulative viruses) periods. During retention, insects may
be manipulated by viruses to promote transmission, for example, encouraging viruliferous vectors to prefer healthy over infected plants
or enhancing their fitness to allow for longer-lasting transmissibility. After virus inoculation in a new host, which could be assisted by
vector factors, the cycle restarts.

but also because their knowledge will help to develop new
virus and insect control strategies.
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14 B. Dáder et al.

Atreya, C.D., Atreya, P.L., Thornbury, D.W. and Pirone, T.P.
(1992) Site-directed mutations in the Potyvirus HC-Pro gene
affect helper component activity, virus accumulation, and
symptom expression in infected tobacco plants.Virology, 191,
106–111.

Bak, A., Cheung, A.L., Yang, C., Whitham, S.A. and Casteel,
C.L. (2017) A viral protease relocalizes in the presence of the
vector to promote vector performance. Nature Communica-
tions, 8, 14493.

Bak, A., Gargani, D., Macia, J.L., Malouvet, E., Vernerey, M.S.,
Blanc, S. et al. (2013) Virus factories of Cauliflower mo-
saic virus are virion reservoirs that engage actively in vector
transmission. Journal of Virology, 87, 12207–12215.

van Bel, A.J.E. and Will, T. (2016) Functional evaluation of
proteins in watery and gel saliva of aphids. Frontiers in Plant
Science, 7, 1840.

Blanc, S., Ammar, E.D., Garcia-Lampasona, S., Dolja, V.V.,
Llave, C., Baker, J. et al. (1998) Mutations in the Potyvirus
helper component protein: effects on interactions with virions
and aphid stylets. Journal of General Virology, 79, 3119–
3122.

Blanc, S. and Gutiérrez, S. (2015) The specifics of vector trans-
mission of arboviruses of vertebrates and plants. Current
Opinion in Virology, 15, 27–33.

Blua, M.J. and Perring, T.M. (1992) Effects of Zucchini yellow
mosaic virus on colonization and feeding behavior of Aphis
gossypii (Homoptera: Aphididae) alatae. Environmental En-
tomology, 21, 578–585.

Brault, V., Herrbach, E. and Reinbold, C. (2007) Electron mi-
croscopy studies on luteovirid transmission by aphids. Mi-
cron, 38, 302–312.

Brault, V., Uzest, M., Monsion, B., Jacquot, E. and Blanc, S.
(2010) Aphids as transport devices for plant viruses.Comptes
Rendus Biologies, 333, 524–538.

Bricault, C.A. and Perry, K.L. (2013) Alteration of intersub-
unit acid-base pair interactions at the quasi-threefold axis of
symmetry of Cucumber mosaic virus disrupts aphid vector
transmission. Virology, 440, 160–170.

Carmo-Sousa, M., Moreno, A., Garzo, E. and Fereres, A. (2014)
A non-persistently transmitted-virus induces a pull-push strat-
egy in its aphid vector to optimize transmission and spread.
Virus Research, 186, 38–46.

Carmo-Sousa, M., Moreno, A., Plaza, M., Garzo, E. and Fer-
eres, A. (2016)Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV)
modifies the alighting, settling and probing behaviour of its
vector Aphis gossypii favouring its own spread. Annals of
Applied Biology, 169, 284–297.

Casteel, C.L., De Alwis, M., Bak, A., Dong, H., Whitham, S.A.
and Jander, G. (2015) Disruption of ethylene responses by
Turnip mosaic virus mediates suppression of plant defense
against the green peach aphid vector. Plant Physiology, 169,
209–218.

Casteel, C.L., Yang, C., Nanduri, A.C., De Jong, H.N.,Whitham,
S.A. and Jander, G. (2014) The NIa-Pro protein of Turnip mo-
saic virus improves growth and reproduction of the aphid vec-
tor, Myzus persicae (green peach aphid). The Plant Journal,
77, 653–663.

Castle, S.J. and Berger, P.H. (1993) Rates of growth and increase
of Myzus persicae on virus–infected potatoes according to
type of virus–vector relationship. Entomologia Experimen-
talis et Applicata, 69, 51–60.

Castle, S.J., Mowry, T.M. and Berger, P.H. (1998) Differential
Settling by Myzus persicae (Homoptera: Aphididae) on var-
ious virus infected host plants. Annals of the Entomological
Society of America, 91, 661–667.

Chay, C.A., Gunasinge, U.B., Dinesh-Kumar, S.P., Miller, W.A.
and Gray, S.M. (1996) Aphid transmission and systemic plant
infection determinants of Barley yellow dwarf luteovirus-PAV
are contained in the coat protein readthrough domain and 17-
kDa protein, respectively. Virology, 219, 57–65.

Chen, A.Y.S., Walker, G.P., Carter, D. and Ng, J.C.K. (2011) A
virus capsid component mediates virion retention and trans-
mission by its insect vector. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 108,
16777–16782.

Chen, B. and Francki, R.I.B. (1990) Cucumovirus transmis-
sion by the aphid Myzus persicae is determined solely by
the viral coat protein. Journal of General Virology, 71,
939–944.

Chen, Q., Zhang, L., Chen, H., Xie, L. and Wei, T. (2015) Non-
structural protein Pns4 of rice dwarf virus is essential for viral
infection in its insect vector. Virology Journal, 12, 211.

Collar, J.L., Avilla, C. and Fereres, A. (1997) New correlations
between aphid stylet paths and nonpersistent virus transmis-
sion. Environmental Entomology, 26, 537–544.

Delmas, B., Gelfi, J., L’Haridon, R., Vogel, L.K., Sjöström, H.,
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Höhnle, M., Höfer, P., Bedford, I.D., Briddon, R.W., Markham,
P.G. and Frischmuth, T. (2001) Exchange of three amino acids
in the coat protein results in efficient whitefly transmission
of a nontransmissible Abutilon mosaic virus isolate. Virology,
290, 164–171.

Ingwell, L.L., Eigenbrode, S.D. and Bosque-Pérez, N.A. (2012)
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Cette revue énumère les étapes de la transmission et les différents mécanismes qui y 

interviennent. Cependant, les événements précis au cours de l'acquisition du virus par son 

vecteur sont encore mal renseignés, qu’il s’agisse de la transmission circulante ou non 

circulante. Par exemple, dans la transmission non circulante, la liaison des particules du virus 

aux pièces buccales du vecteur est souvent considérée comme « passive », sans prérequis 

particulier. Cependant, dans la transmission non circulante, il existe également un certain 

degré de spécificité entre le virus et son vecteur, ce qui suggère que ce mode de 

transmission n’est pas un événement aléatoire. En effet, l'existence des facteurs assistants 

étant spécialisés dans la liaison au vecteur indique que la transmission non circulante est 

plus complexe (Blanc et al., 2014). L’équipe d’accueil VIP de l’UMR BGPI s’intéresse à cette 

problématique. Elle a mis en évidence que le virus non circulant CaMV participe activement 

à sa transmission (Bak et al., 2013; Martinière et al., 2013). Leurs travaux ont démontré que 

le CaMV réagi à son vecteur en formant précisément au moment de l'arrivée du vecteur des 

formes spécifiques à sa transmission (figure 5).  
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Figure 5. L’activation de la transmission du CaMV par les pucerons (Blanc et al., 2014, d’après Martinière et 

al., 2013). (a) En l’absence du vecteur, les cellules végétales infectées contiennent de nombreuses usines 

virales (VF) contenant la plupart des virions qui sont enfermés dans une matrice de la protéine virale P6 (en 

gris). Ces cellules comprennent également un unique corps à transmission (TB) contenant la totalité de la 

protéine virale P2, le facteur assistant du CaMV indispensable pour la transmission, et P3, la protéine aidant à 

la fixation de P2 aux virions. (b) Lorsqu’un puceron vecteur atterrit sur une plante et insère ses stylets, la piqûre 

élicite (éclairs oranges) une réaction de défense de la plante et une réaction des VF et du TB. Cela induit un 

afflux de la tubuline (vert du TB) dans le TB qui se désintègre instantanément, et son contenu en P2 se 

relocalise sur les microtubules. Simultanément, les VF libèrent des virions. (c) Ceci aboutit en quelques 

secondes à la formation de réseaux mixtes sur les microtubules (traits fins verts) contenant la P2 (bandes 

rouges) et les virions. Ces complexes transmissibles sont alors répartis dans toute la cellule et facilement 

accessibles pour le puceron. (d) Le mécanisme présenté sur cette figure est réversible et, quelques minutes 

après de départ du puceron, la cellule infectée repasse de l’état « c » à l’état « a ». 

Plus tard, ce phénomène a été nommé « activation de la transmission » (Drucker et 

Then, 2015). Ce mécanisme est défini comme le passage de l’état pour lequel le virus n’est 

pas transmissible à l’état où il le devient, en présence de son vecteur. Ce résultat soulève de 

nombreuses questions de recherche en virologie. Parmi elles, une question pertinente, et 

constituant également le cœur de mon travail de thèse, est : L’AT est-elle utilisée par 

d’autres virus pour stimuler leur transmission ? Afin de répondre à cette question, les 

travaux réalisés au cours de cette thèse se sont focalisés sur un potyvirus, le virus de la 

mosaïque du navet, Turnip mosaic virus (TuMV). Le choix s’est porté sur ce virus puisqu’il est 

transmis par les pucerons de manière non circulante et utilise la stratégie de transmission 

passant par un facteur assistant, tout comme le CaMV. De plus, les potyvirus comme le 

TuMV sont des ravageurs importants pour l’agriculture. Ainsi, les étudier permettrait 

d’obtenir de nouvelles connaissances exploitables pour aider à les éradiquer. Les 

connaissances sur l’AT du CaMV ont fait office de point de départ pour initier les recherches 

d’une éventuelle AT du TuMV. Pour la plante, la piqûre du puceron dans une cellule 

constitue un stress mécanique (piqûre et/ou mouvement des stylets) ou chimique 

(composants protéiques ou non de la salive), et induit une réponse de la plante qui est 

interceptée par le CaMV et provoque à la formation des réseaux mixtes (Figure 5). Pour que 

cette formation ait lieu, le stress induit par la piqûre du puceron est donc perçu par la cellule 

végétale qui met en place des mécanismes de signalisation et de défense qui déclenchent 

l’apparition de formes virales actives pour la transmission. L’AT requière donc une 
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reconnaissance du vecteur par la cellule végétale suivie par la mise en place de réponses 

précoces de la plante. 

3. Les réponses des plantes face à la transmission

Les plantes sont soumises à des stress lorsque les insectes vecteurs viennent se 

nourrir. Cela génère la mise en place de mécanismes de reconnaissance, de signalisation et 

de défense par les cellules de la plante attaquée pour tenter de contrer ces stress. Les 

plantes réagissent avec un arsenal de défenses qui peut être de nature morphologique, 

biochimique ou moléculaire (Jander et Howe, 2008 ; Jones et Dangl, 2006). La revue citée 

dans la partie « 2. La transmission » de l’introduction, présente de manière générale le 

dialogue entre la plante, le virus et le vecteur qui aboutit à une interaction compatible ou 

incompatible entre plante et virus ou entre plante et vecteur. Cependant, ce dialogue joue 

aussi un rôle majeur dans la transmission des virus. Par exemple, la transmission dépend de 

l’attraction et de la répulsion des insectes vecteurs par les plantes infectées. Ces préférences 

ou aversions pour une plante donnée sont dépendantes des mécanismes de défenses 

déclenchés par la plante suite à l’infection virale. 

3.1. Reconnaissance du vecteur par la plante 

De nombreuses études ont montré que les insectes, y compris les pucerons, 

produisent et sécrètent lors de la reconnaissance et de l’alimentation sur la plante de 

nombreuses molécules qui peuvent agir comme éliciteurs et effecteurs, et qui peuvent donc 

être reconnus par les plantes. En effet, des éliciteurs de l'immunité végétale PTI (plant 

triggered immunity) ont été identifiés chez plusieurs insectes herbivores, dont certains 

fonctionnent indirectement, causant des dommages aux plantes et la génération de DAMPs 

(damage-associated molecular patterns) (Hogenhout et Bos, 2011). Une autre forme 

d'immunité végétale, l’ETI (effector triggered immunity), est activée lors de la 

reconnaissance des effecteurs parasitaires par des gènes R. Des reconnaissances par 

interactions de type gène-pour-gène ont été trouvées dans plusieurs pathosystèmes 

pucerons-hôtes. Par exemple, des recherches ont identifié des biotypes du puceron 
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Nasonovia ribisnigri pouvant surmonter des résistances importantes dans la laitue, 

certainement via une reconnaissance spécifique préalable entre les pucerons et les laitues 

(ten Broeke et al., 2013). Un autre travail a mis en évidence la capacité de plusieurs biotypes 

du puceron Acyrtosiphon pisum à infester un panel de génotypes de Medicago truncatula. 

Cette étude a montré une variation importante de la capacité d’infestation dépendante des 

combinaisons pucerons-génotypes hôtes, suggérant là aussi une reconnaissance de type 

gène pour gène (Kanvil et al., 2014). Plusieurs éliciteurs, contenus dans la salive, ont 

également été identifiés comme pouvant être reconnus par les plantes et déclencher des 

mécanismes de défenses (Arimura et al., 2011 ; Kafle et al., 2017). De Vos et Jander (2009) 

ont montré que la salive provenant de Myzus persicae (M. persicae), lorsqu'elle était infiltrée 

dans les feuilles d'Arabidopsis, altère l’expression des gènes de défense, de transduction du 

signal et de sénescence. Deux protéines salivaires de M. persicae, Mp10 et Mp42, 

déclenchent les défenses de la plante hôte et entrainent une réduction de la fécondité des 

pucerons dans le cas d’une interaction incompatible. Mp10 entraîne une chlorose et la 

combinaison de Mp10 avec la signalisation de défense déclenchée par le peptide flg22 

bactérien a entraîné une baisse de la production de ROS. Ces résultats suggèrent que les 

composants salivaires des pucerons, ou le produit de leur activité quand il s’agit d’enzymes, 

sont probablement reconnus par les cellules d'Arabidopsis, conduisant à l'activation des 

défenses (Bos et al., 2010 ; Rodriguez et al., 2014). Aussi, la reconnaissance de la protéine 

chaperonne GroEL de l’endosymbionte Buchnera aphidicola du puceron provoque 

l’accumulation de ROS suivi d’un dépôt de callose dans les cellules végétales (Chaudhary et 

al., 2014). De nombreux autres travaux sont en cours pour l’identification de ces 

mécanismes de reconnaissance qui génèrent des réponses de la plante.  

 

3.2. Voies de signalisations 

 

3.2.1. La signalisation calcique 

Chez les animaux comme chez les plantes, la reconnaissance d’un agent pathogène 

conduit à une série de signalisation, notamment la signalisation via les ions calcium (Ca2+). 

Lorsque la plante n’a pas subi de stress, les niveaux de Ca2+ sont élevés dans les réservoirs de 

Ca2+ comme l'apoplaste, les mitochondries, la vacuole et le RE (environ 1 mM) et très faibles 

dans le cytosol (environ 0,0001 mM). En réponse à la présence d’un stress abiotique ou 
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biotique comme un agent pathogène, les ions Ca2+ sont rapidement libérés dans le cytosol 

via les canaux calciques avant d’être à nouveau rapidement exportés vers ces réservoirs par 

des ATPases qui pompent le Ca2+ (Ma et Berkowitz, 2007 ; Ma et al., 2009 ; Verret et al., 

2010). Ceci crée une vague de calcium qui déclenche des réactions dans la cellule concernée, 

mais qui peut aussi être propagée vers les cellules voisines et même à plus longue distance. 

Dans les cellules animales comme végétales, le Ca2+ joue un rôle physiologique clé en tant 

que second messager intracellulaire (Dodd et al., 2010 ; Kudla et al., 2010).  

Lorsque les insectes comme des chenilles blessent la plante avec leur appareil buccal 

de type broyeur, un afflux de Ca2+ est rapidement généré dans le cytosol des cellules de la 

zone blessée. Il a été montré que ces signaux de Ca2+ se propagent sur la feuille attaquée. 

Cela conduit à une forte dépolarisation du potentiel transmembranaire dépendant du Ca2+ 

dans la zone blessée suivie d'une hyperpolarisation de ce même potentiel à proximité 

immédiate de cette zone et d'une dépolarisation constante à des distances supérieures à 6-7 

mm. Un rôle important de la sécrétion orale des insectes broyeurs dans l’induction de ces 

fluctuations du Ca2+ a également été démontré. En effet, ces sécrétions peuvent contenir 

soit des effecteurs qui atténuent les réactions de défense de la plante face aux blessures 

causées, soit des éliciteurs qui, une fois reconnus par la plante, induisent des variations de 

Ca2+ dans le cytosol (Arimura et Maffei, 2010). 

La situation est différente pour les insectes piqueur-suçeurs, comme les pucerons. Ces 

derniers ont un comportement alimentaire qui engendre beaucoup moins de lésions sur les 

plantes par rapport à un comportement d’insecte broyeur. Dans leur cas, il semble que 

certaines molécules contenues dans la salive, ou libérées par la plante lors de l’alimentation, 

jouent un rôle dans l’interaction. De nombreux résultats indiquent que la signalisation Ca2+ 

joue aussi un rôle dans les interactions plantes-pucerons. La majorité des études montrent 

qu’après une infestation de pucerons, une hausse de la régulation des gènes des plantes liés 

à la signalisation Ca2+ est observée (Foyer et al., 2015 ; Vincent et al., 2017). Par exemple, 

l'alimentation de M. persicae provoque des dépolarisations de la membrane plasmique dans 

les cellules du mésophylle d'Arabidopsis thaliana (A. thaliana) (Bricchi et al., 2012). De 

même, des flux de Ca2+ ont été identifiés dans les cellules de Nicotiana tabacum après 

infestation par M. persicae (Ren et al., 2014). Il a été suggéré que le rôle majeur du Ca2+ dans 

les interactions plantes-pucerons serait au niveau du phloème où il bloque la circulation de 

la sève, coupant ainsi les pucerons de leur source d’alimentation (Furch et al., 2009; Kauss et 
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al., 1983; Will et al., 2007). De plus, un autre rôle de la signalisation calcique a été mis en 

évidence récemment et impliquerait les réactions de défenses de la plante après génération 

de piqûres de pucerons (Vincent et al., 2017). La propagation systémique du signal induit par 

la piqûre et la libération de Ca2+ conduirait à une activation des défenses de la plante comme 

rapporté pour d’autres stress (Kadota et al., 2015). La signalisation du Ca2+ est étroitement 

liée à la signalisation médiée par les ROS et agit sur les mécanismes contrôlant les gènes de 

défense des plantes. L’ensemble de ces éléments indique que la signalisation Ca2+ est un 

mécanisme favorisant la résistance des plantes face aux insectes dont les pucerons. 

 

3.2.2. La signalisation ROS 

Les cellules végétales utilisent les ROS, comme molécules de signalisation pour 

contrôler de nombreux processus biologiques dont l’infestation par des agents pathogènes 

(Torres et Dangl, 2005). La signalisation par les ROS agit en tant que messager secondaire 

localement et systémiquement pour déclencher des réponses immunitaires (Lamb et Dixon, 

1997 ; Suzuki et al., 2011). Pendant la PTI et l'ETI, la production de ROS dépend 

principalement des nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydases 

respiratory burst oxidase homolog (RBOH) (Dangl et al., 2013). Ces enzymes génèrent des 

ions superoxyde (O2
-) diffusés dans l’apoplaste qui dismutent rapidement en peroxyde 

d'hydrogène (H2O2) et en dioxygène (Sumimoto, 2008 ; Suzuki et al., 2011). 

La perception des agents pathogènes par les cellules végétales conduit à une 

production rapide, spécifique et forte de ROS, qui dépend principalement de RBOHD et 

RBOHF (Kadota et al., 2014; Segonzac et al., 2011). Ces deux gènes détiennent un rôle 

important dans la signalisation et agissent en synergie lors des réponses physiologiques 

activées par le système immunitaire de la plante (Suzuki et al., 2011). RBOHD et RBOHF sont 

majoritairement contrôlés par la liaison directe de Ca2+ à leurs motifs EF-hands et par leur 

phosphorylation via des protéines kinases dépendantes du Ca2+ (Boudsocq et al., 2010 ; 

Ogasawara et al., 2008). 

Des études ont permis d’identifier que la signalisation ROS, produite par la NADPH 

oxydase RBOHD, était impliquée dans le contrôle de l'infestation par le puceron M. persicae. 

Le H2O2 qu’elle génère favorise le dépôt de callose et contribue ainsi à l'occlusion du 

phloème et aux défenses des plantes contre M. persicae. Les ROS pourraient également 

affecter d'autres mécanismes de signalisation et de défense (Louis et Shah, 2013). 
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3.2.3. La signalisation via les phytohormones 

Les plantes emploient diverses réponses médiées par les phytohormones pour se 

défendre contre les agents pathogènes et les herbivores. De nombreuses recherches ont 

démontré qu'au moins trois phytohormones, l'acide salicylique (AS), l'acide jasmonique (AJ), 

et l'éthylène (ET), jouent un rôle majeur dans la mise en place des réponses de défense des 

plantes (Bari et Jones, 2009 ; Pieterse et al., 2012). En général, la signalisation AS est 

essentielle pour les réponses de défense contre un large éventail d'agents pathogènes, y 

compris les virus (Carr et al., 2010 ; Glazebrook, 2005) tandis que la signalisation de AJ et 

d’ET, est impliquée dans la régulation de la réponse des plantes aux insectes herbivores, 

dont les pucerons (Glazebrook, 2005 ; Howe et Jander, 2008).  

La voie de l’AJ intervient dans la résistance contre M. persicae. En effet, Ellis et al. 

(2002) ont identifié que des plantes contenant des niveaux plus élevés en AJ étaient plus 

résistantes à M. persicae. De plus, l’AJ est connu pour favoriser l'accumulation de 

métabolites dans Arabidopsis comme la phytoalexine, la camalexine et le N-acétylornithine, 

qui sont préjudiciables à M. persicae (Adio et al., 2011 ; Zhou et al., 1999). 

La production d'ET est élevée dans les plantes infestées de pucerons (Argandoña et al., 

2001 ; Mantelin et al., 2009). Différents travaux ont prouvé que la signalisation de l'ET est 

impliquée dans l'expression de gènes favorisant la résistance à M. persicae. Par exemple, 

dans le melon, Anstead et al. (2010) ont mis en évidence que l'expression de la voie de l'ET 

et des gènes de réponse était fortement régulée à la hausse en présence de pucerons sur 

des plants résistants, résistance assurée par le gène Vat. Ce résultat suggère que la 

signalisation de l'ET joue un rôle dans l’induction de la résistance médiée par Vat. De même, 

la signalisation de l'ET est nécessaire chez Arabidopsis pour la résistance induite par la 

harpine, protéine élicitrice stimulant les défenses de plantes, contre M. persicae. Le 

traitement harpine limite l'installation d'insectes, leur alimentation et leur fécondité sur 

Arabidopsis (Fu et al., 2014; Liu et al., 2010). 

 

3.3. Mécanismes de défenses 

En réponse à la détection d’une blessure causée par un insecte et/ou des éliciteurs de 

cet insecte, la plante met en place une signalisation qui conduit à l’activation des gènes de 

défense. De nombreux mécanismes moléculaires et physiologiques sont utilisés par les 

plantes pour limiter les infestations par ces insectes. Il s'agit notamment de barrières 
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préformées, de défenses chimiques, ainsi que de défenses directes et indirectes (Wu et 

Baldwin, 2010).  

La production de métabolites secondaires fait partie des principaux mécanismes de 

défenses mis en place par les plantes suite à l’arrivée d’un insecte. Par exemple, les 

phytoalexines sont des métabolites secondaires pouvant rendre indigeste les parois 

cellulaires et donc être toxiques pour les insectes de type broyeurs (Ahuja et al., 2012). La 

production de ROS est également très importante dans l’immunité des plantes. En effet, leur 

présence restreint l'entrée des agents pathogènes en déclenchant des processus tel que la 

fermeture des stomates ou le renforcement des parois cellulaires de la plante (Bradley et al., 

1992 ; Macho et al., 2012). Les ROS eux-mêmes déclenchent aussi la production de ROS 

localement, entrainant une réponse d’hypersensibilité, et dans les cellules voisines, 

contribuant ainsi à générer une onde de ROS (Miller et al., 2009) et de calcium ce qui 

entraine l'activation des défenses dans les feuilles distales (Choi et al., 2014).  

De nombreux travaux ont corrélé la production de différents métabolites avec 

différentes réponses de défenses de plantes lors de l’infestation par des pucerons. Donze-

Reiner et al. (2017) ont constaté une augmentation du taux de tréhalose dans des plantes 

infestées par le puceron Schizaphis graminum. Cette augmentation modifie le flux de 

glucose vers la synthèse de l’amidon privant ainsi les pucerons de sources d’énergie 

accessibles. Cette étude a également mis en évidence l’augmentation du taux d’acide 

pipécolique. Ce dernier est un composé de signalisation connu pour la mise en place de la 

réponse systémique acquise, y compris en réponse à la présence de pucerons (Návarová et 

al., 2012). Une autre étude, réalisée sur du blé avec le puceron Diuraphis noxia, démontre la 

sur-expression d’oxylipine. La présence d’oxylipine stimule la production d’inhibiteurs et de 

toxines perturbant ainsi l’alimentation des pucerons (Smith et al., 2010). Un autre 

métabolite, le N-acétylornithine, induit une diminution de la reproduction de M. persicae. Ce 

résultat suggère un effet toxique ou dissuasif direct de N-acétylornithine sur les pucerons 

(Adio et al., 2011). Parmi les phytoalexines, l’implication de la camalexine dans les défenses 

de la plante face aux pucerons a été montrée. En effet, des niveaux élevés de camalexine ont 

pu être observés dans les tissus végétaux de plantes infestées par le puceron Brevicoryne 

brassicae (Mewis et al., 2012). L'une des premières réactions de défenses des plantes face à 

l'attaque des pucerons est une forte augmentation de la teneur en H2O2. H2O2 favorise le 

dépôt de callose et contribue ainsi à l'occlusion des tubes criblés du phloème occasionnant 
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une gêne pour l’alimentation des pucerons. Ce résultat a été obtenu pour différentes 

interactions plante-puceron (Czerniewicz et al., 2017 ; Kerchev et al., 2012 ; Zhao et al., 

2016).  

L’ensemble de ces données indique la complexité des mécanismes de défense mis en 

place par les plantes durant l’infestation par les pucerons. Ces processus se révèlent souvent 

être un frein pour l’alimentation des insectes vecteurs. Cependant, l’acquisition des virus, 

dépendante de l’alimentation des vecteurs, a lieu puisque la transmission des virus à de 

nouvelles plantes est largement observée. Cela implique un contournement des défenses de 

la plante par le vecteur ou un rôle important du virus pour aider à son acquisition. 

 

3.4. Le détournement des défenses de la plante par le virus et son vecteur 

Les insectes vecteurs et les virus peuvent interférer à différents niveaux avec la mise 

en place des défenses de la plante. Du côté des insectes vecteurs, et plus particulièrement 

des pucerons, de nombreux travaux ont mis en évidence que des protéines salivaires 

modifiaient des réponses de la plante. Cette action a pour effet secondaire d’améliorer 

l’acquisition et l’inoculation des virus et donc leur transmission (van Bel et Will, 2016 ; 

Kaloshian et Walling, 2016). Du coté du virus, certaines protéines altèrent des mécanismes 

de défenses de la plante (Casteel et al., 2015; Li et al., 2014; Ziebell et al., 2011) ou les 

manipulent (Hyodo et al., 2017 ; Martinière et al., 2013) d’une manière qui augmente 

potentiellement le succès de la transmission. La dernière partie de la revue présentée dans 

la partie « 2. La transmission » de l’introduction développe ces idées. 

 

 

4. Objectifs de la thèse 

 

L’objectif général de ma thèse est de déterminer si le phénomène d’AT existe pour les 

potyvirus puis de caractériser les différentes étapes qui la composent. La finalité de mon 

sujet de thèse est d’acquérir de nouvelles connaissances sur le déroulement du processus de 

transmission des potyvirus par les pucerons. Ainsi, il serait possible d’envisager de nouvelles 

perspectives de lutte contre la propagation de ces virus en ciblant des étapes de l’AT. 
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La première partie de ma thèse consiste à caractériser les mécanismes cellulaires et 

moléculaires de l’AT d’un potyvirus, le TuMV. Cette partie montre que l’AT du TuMV est 

activée par les espèces réactives de l’oxygène (ROS) et dépendante de la signalisation 

calcique. De plus, cette AT est corrélée avec la formation d’oligomères par ponts disulfures 

du facteur assistant de la transmission HC-Pro et avec la formation de complexes 

transmissibles composés de particules de TuMV et de HC-Pro. 

La deuxième partie compare l’AT identifiée pour le CaMV avec celle caractérisée pour 

le TuMV. Cette partie met en évidence des étapes communes et des étapes très différentes 

pour l’acquisition et l’AT de ces deux virus.  

La troisième partie est consacrée à l’identification d’un ou plusieurs éliciteur(s) 

produits par le puceron ou induit(s) par son arrivée sur la plante. Ce ou ces éliciteurs 

déclencheraient une signalisation chez la plante qui serait captée par le virus TuMV pour 

activer sa transmission. Des candidats ont été testés à plusieurs niveaux : protéines de 

dégradation de la paroi, protéines salivaires du puceron, stress de la membrane plasmique. 

Ces recherches n’ont pas permis d’identifier un éliciteur de l’AT du TuMV. Cette partie 

nécessiterait des collaborations avec d’autres équipes de recherche ou la mise au point de 

techniques sur mesure pour trouver un éliciteur de ce phénomène ; autant de perspectives 

qui sont proposées et discutées.  
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CHAPITRE 1 : Le TuMV active sa 

transmission en détournant  

les réponses de la plante 
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1. Mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la transmission

du TuMV 

1.1. Contexte et objectif 

Une étude a révélé que le CaMV contribuait activement à sa transmission (Martinière 

et al., 2013). Ce virus forme précisément au moment de l’arrivée de son vecteur des formes 

virales spécifiques pour la transmission, les complexes transmissibles, qui sont acquis et 

transmis par le vecteur. Les complexes transmissibles sont donc générés suite à la détection 

du vecteur par la plante. Nous assumons que la plante met en place des mécanismes de 

signalisation et de défense qui vont modifier l’environnement cellulaire dans lequel se 

trouve le virus. Ces modifications intracellulaires vont induire la formation des complexes 

transmissibles du CaMV qui n’existent pas dans les cellules infectées avant l’arrivée du 

vecteur. Ce phénomène est maintenant nommé « activation de la transmission » (Drucker et 

Then, 2015). Cette découverte majeure soulève de nombreuses questions et l’une d’entre 

elles constitue le point de départ de mes recherches dans la première partie de ma thèse : 

L’AT existe-t-elle chez d’autres virus pour stimuler leur transmission ? 

Pour répondre à cette question, je me suis intéressée au TuMV, un virus non 

apparenté au CaMV, mais similairement transmis par puceron de manière non circulante, 

selon la stratégie moléculaire « facteur assistant de la transmission ». L’interaction TuMV-

puceron dépend de l’implication directe de deux protéines virale, la CP et HC-Pro (Blanc et 

al., 1997 ; Blanc et al., 1998). En effet, ces deux protéines forment un complexe et HC-Pro 

crée un lien moléculaire entre la particule virale et un récepteur encore non-identifié dans 

les stylets du puceron. D’autres travaux ont mis en évidence que la protéine HC-Pro se 

trouve sous forme oligomérique dans les cellules des plantes infectées. Cet état d’oligomère 

est considéré comme la forme biologiquement active de HC-Pro dans la transmission du 

TuMV par les pucerons (Plisson et al., 2003 ; Ruiz-Ferrer et al., 2005 ; Thornbury et al., 1985). 

Afin d’identifier si les mécanismes d’acquisition du TuMV comprennent un phénomène 

qui pourrait être qualifié d’AT, des tests de transmission par les pucerons à partir de 

protoplastes ont été réalisés. Différents réactifs mimant des mécanismes de signalisation et 

de défenses dans la plante ont été expérimentés lors de ces tests. A l’issu de ces résultats, 

j’ai pu confirmer l’existence de l’AT pour le TuMV. L’étape suivante a donc été d’identifier les 
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formes du TuMV spécifiques à sa transmission. Pour y parvenir, plusieurs expériences ont 

été menées in vivo sur les protéines CP et HC-Pro. Tout d’abord, des tests 

d’immunomarquage ont été réalisés pour déterminer la localisation de ces deux protéines. 

Ensuite, des expériences d’interaction protéine-protéine ont été effectuées pour évaluer les 

interactions entre CP et HC-Pro. Enfin, des western blot ont été réalisés pour identifier des 

modifications post-traductionnelles sur ces deux protéines. L’ensemble des résultats 

obtenus sont présentés dans l’article ci-dessous, soumis pour publication à Journal of 

Virology en 2018.  

1.2. ARTICLE 1: Turnip mosaic virus is a second virus to use transmission 

activation for plant-to-plant propagation by aphids 
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Abstract 14 

Cauliflower mosaic virus (CaMV, family Caulimoviridae) responds to the presence of aphid vectors 15 

on infected plants by forming specific transmission morphs. This phenomenon,   coined 16 

transmission activation (TA), controls plant-to-plant propagation of CaMV. A fundamental 17 

question is whether other viruses rely on TA. Here, we demonstrate that transmission of the 18 

unrelated Turnip mosaic virus (TuMV, family Potyviridae) is activated by the reactive oxygen 19 

species H2O2 and inhibited by the calcium channel blocker LaCl3. H2O2-triggered TA manifested 20 

itself by the induction of intermolecular cysteine bonds between viral HC-Pro molecules and by 21 

formation of viral transmission complexes, composed of TuMV particles and HC-Pro that 22 

mediates vector-binding. Consistently, LaCl3 inhibited intermolecular HC-Pro cysteine bonds and 23 

HC-Pro interaction with viral particles. These results show that TuMV is a second virus using TA 24 

for transmission, but using an entirely different mechanism than CaMV. We propose that TuMV 25 

TA requires ROS and calcium signaling and that it is operated by a redox switch. 26 

Importance 27 

Transmission activation, i.e. a viral response to the presence of vectors on infected hosts that 28 

regulates virus acquisition and thus transmission, is an only recently described phenomenon. It 29 

implies that viruses contribute actively to their transmission, something that has been shown 30 

before for many other pathogens but not for viruses. However, transmission activation has been 31 

described so far for only one virus, and it was unknown whether other viruses rely also on 32 

transmission activation. Here we present evidence that a second virus uses transmission 33 

activation, suggesting that it is a general transmission strategy. 34 

Key words 35 

Plant virus; aphid vector; host plant; virus transmission; virus vector host interactions; reactive 36 

oxygen species; calcium; signaling 37 

Abbreviations 38 

CaMV, cauliflower mosaic virus; TuMV, turnip mosaic virus; TA, transmission activation; ROS, 39 

reactive oxygen species; TB, transmission body; HC, helper component; HC-Pro, helper 40 

component protease; CP, capsid protein  41 
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Introduction 42 

Transmission is an obligatory step in the life cycle of parasites but it is also an Achilles’s heel, 43 

because parasites must leave the comparably comfortable environment of the host they are 44 

installed in, and face a potentially adverse environment during the passage to a new host. Some 45 

pathogens rely on resistant dormant states like spores to persist in the “wild” until they reach a 46 

new host passively, e.g. carried by the wind. Most pathogens, however, actively use vectors for 47 

transmission and they can manipulate both hosts and vectors in an impressive number of ways, 48 

all potentially increasing transmission (1–4). In the most sophisticated cases, pathogens “use 49 

exquisitely controlled mechanisms of environmental sensing and developmental regulation to ensure their 50 

transmission” (5). This concept, implying active contribution of the pathogen, is widely accepted 51 

for eukaryotic parasites (for example plasmodium, shistosoma, wucheraria, dicrocoelium), which 52 

developed fascinating transmission cycles to control and adapt vector-host or primary-secondary 53 

host interactions for their propagation (4). We have recently discovered a remarkable 54 

phenomenon for a virus. Cauliflower mosaic virus (CaMV, family Caulimoviridae) responds to the 55 

presence of aphid vectors on infected host plants by forming transmission morphs at the exact 56 

time and location of the plant-aphid contact (6). This process, coined Transmission Activation or 57 

TA (7), is characterized by the formation of transmission complexes between CaMV virus 58 

particles and the transmission helper component (HC), the CaMV protein P2, which mediates 59 

vector-binding (1). P2 and virus particles are spatially separated in infected cells since the cell’s 60 

pool of P2 is retained in specific cytoplasmic inclusions called transmission bodies (TBs) while 61 

most virus particles are contained in another type of viral inclusion, the virus factories (8, 9). In 62 

such cells, aphid punctures trigger instant disruption of TBs and the liberated P2 relocalizes onto 63 

microtubules. Simultaneously, the virus factories release virus particles that associate with P2 on 64 

the microtubules (10) to form P2/virus particle complexes, which is the virus form that aphid 65 

vectors can acquire and transmit. TA is transient; P2 reforms a new TB (6) and the virus particles 66 

return to virus factories (10) after aphid departure. TA implies that CaMV passes, induced by yet 67 

unknown mechanisms, from a non-transmissible to a transmissible state. It has been suggested 68 

that this phenomenon exists to economize host resources and to invest energy in transmission 69 

only when relevant, i.e. in the presence of vectors (7). Whether this hypothesis is true or not, 70 

inhibiting TA inhibits transmission, pointing to the importance of TA for CaMV. A fundamental 71 

question that arises is whether TA, which is reminiscent of the active transmission strategies 72 

employed by eukaryotic parasites, is exclusive to CaMV or whether it could be a general 73 

phenomenon in the virus world. Therefore, we studied transmission of the turnip mosaic virus 74 

(TuMV, family Potyviridae), which is entirely unrelated to CaMV, but uses also an HC for aphid 75 
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transmission. The HC of TuMV and of other potyviruses is the viral protein helper component 76 

protease (HC-Pro). It is a multifunctional protein that other its HC function bears no structural, 77 

functional or other similarity with P2. Our results show that TuMV is a second virus relying on 78 

TA for transmission, but using a totally different mechanism. 79 

Results and discussion 80 

Signaling molecules modify TuMV transmission by aphids 81 

TA requires a signaling cascade that connects the initial recognition of the presence of aphids, 82 

most likely via a yet unknown elicitor, with a cellular response that is hijacked by the virus. Since 83 

TA is fast for CaMV and likely also for TuMV, which uses the same transmission mode, reactive 84 

oxygen species (ROS) or calcium are good signaling candidates. We therefore tested the effect of 85 

the ROS signaling compound hydrogen peroxide (H2O2), and of a general inhibitor of calcium 86 

signaling, lanthanum(III)chloride (LaCl3), on TuMV transmission, using infected protoplasts as 87 

virus source (6, 11). Aphid transmission tests performed with H2O2-treated protoplasts showed a 88 

drastic increase of TuMV transmission (Figure 1A) whereas treatment of protoplasts with LaCl3 89 

caused a strong reduction of transmission (Figure 1B). This effect was not due to modified cell 90 

viability (Figure 1C,D). Furthermore, transmission increase by H2O2 and inhibition by LaCl3 was 91 

clearly a biological effect requiring living cells, since no effect was observed when the 92 

experiments were repeated using cell extracts, i.e. dead cells (Figure 1E,F). The same control 93 

experiments indicate also that H2O2 and LaCl3 did not modify aphid feeding behavior, which 94 

might have been an alternative explanation for the observed differences in transmission rates. 95 

Taken together, our data show that TuMV transmission can be artificially enhanced or inhibited. 96 

The protoplast system is a useful but simplified biological system because the cells are 97 

individualized and not in their natural symplasmic context in a tissue. Hence, we sought to 98 

validate the protoplast results by using leaves on intact infected plants as virus source. We applied 99 

H2O2 or LaCl3 to leaves by spraying treatment (12) and used these plants for aphid transmission 100 

assays. To rule out any interference, only one leaf of the same developmental stage was sprayed 101 

on each plant and different plants were used for each condition. H2O2 treatment increased 102 

significantly and LaCl3 treatment decreased significantly plant-to-plant transmission rates of 103 

TuMV (Figure 1G,H). This confirmed the results obtained with protoplasts and showed that 104 

TuMV TA is observed similarly in intact plants. Compared to the protoplast experiments, higher 105 

H2O2and LaCl3 concentrations were required to observe significant effects. This was probably 106 

due to dilution of these substances during leaf penetration. Combined, these results suggest that 107 
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the TA phenomenon exists for TuMV, like for CaMV, and that calcium and ROS signaling might 108 

be important for TA of TuMV. 109 

The increase in virus transmission correlates with the formation of HC-Pro/TuMV transmissible complexes 110 

Next, we wanted to know how TuMV TA manifests itself in infected cells. TA of CaMV is 111 

characterized by relocalization of CaMV particles and CaMV helper protein P2 from viral 112 

inclusions to microtubules (6, 10). Therefore, we performed immunofluorescence experiments on 113 

TuMV-infected protoplasts with antibodies directed against HC-Pro and the viral capsid protein 114 

CP to determine whether H2O2 and LaCl3 induced relocalization of TuMV virus particles and/or 115 

HC-Pro. In untreated cells, HC-Pro and CP localized in the cytoplasm as reported for other 116 

potyviruses (13, 14). Treatment with H2O2 and LaCl3 did not induce any visible rearrangement of 117 

HC-Pro or of CP (Figure 2). Thus, TA of TuMV is not characterized by the redistribution of 118 

HC-Pro and/or virus particles within infected cells. 119 

We thus hypothesized that HC-Pro and virus particles, both evenly distributed in the cytoplasm, 120 

could pass from a non-associated state to an associated state, i.e. to transmissible HC-Pro-virion 121 

complexes, upon TA. To visualize such complexes in situ, we resorted to the Duolink® technique 122 

(15), an antibody-based version of the proximity ligation assay allowing detection of 123 

intermolecular interactions. Duolink® performed with HC-Pro and CP antibodies showed that 124 

H2O2 treatment indeed increased the number and intensity of HC-Pro/CP interaction spots 125 

(Figure 3A,B), indicative of binding of HC-Pro to virus particles. Interestingly, incubation of 126 

protoplasts with LaCl3 decreased the number of transmissible complexes (Figure 3C). Thus, the 127 

increase and decrease of HC-Pro/CP interactions, triggered by application of ROS or of a 128 

calcium channel blocker, respectively, correlated with an increase and decrease of transmission 129 

(compare Figures 1 and 3). 130 

Transmission activation of TuMV is characterized by formation of cysteine bridges between HC-Pro molecules 131 

We wanted to understand how HC-Pro and virus particles could rapidly transit from “free” to 132 

virus-associated forms. Since ROS like H2O2 change directly or indirectly the cellular redox 133 

potential, the formation of HC-Pro/TuMV transmissible complexes might be controlled by the 134 

redox state of HC-Pro and CP, both of which contain cysteine residues that can form disulfide 135 

bridges under oxidizing conditions. Therefore, we performed non-reducing SDS-PAGE/Western 136 

blots to detect HC-Pro and CP migration profiles altered by intramolecular or intermolecular 137 

cysteine disulfide bridges. H2O2 and LaCl3 did not modify the migration profile of CP (Figure 4A). 138 

However, H2O2 treatment increased the amount of oligomeric HC-Pro and especially of its 139 
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dimeric form (Figure 4B) that was previously reported to be active in transmission (16–18). LaCl3 140 

treatment had the inverse effect and decreased the amount of HC-Pro oligomers (Figure 4B). 141 

The effect of H2O2 was concentration-dependent and clearly visible using physiologic H2O2 142 

concentrations (0.25 mM, Figure 4C). Thus, the increase in transmission induced by H2O2 143 

correlated not solely with formation of HC-Pro/TuMV complexes, but also with the appearance 144 

of HC-Pro oligomers hold together by intermolecular cysteine bridges. 145 

To have a biological significance, HC-Pro oligomerization should be completed within the 146 

duration of an aphid puncture, i.e. within seconds. Kinetics of formation and breakup of HC-Pro 147 

oligomers showed that both occurred within 5 seconds of incubation with H2O2 and LaCl3, 148 

respectively (Figure 4D,E). The effect of both treatments was transient because HC-Pro 149 

oligomers disappeared (H2O2) or reappeared (LaCl3) after ~30 min incubation. Furthermore, 150 

removal of H2O2 by washing protoplasts showed reversibility of HC-Pro oligomerization (Figure 151 

4D). Induction of HC-Pro oligomers by H2O2 was not restricted to TuMV or to turnip hosts, 152 

because experiments with lettuce protoplasts infected with another potyvirus, Lettuce mosaic virus, 153 

yielded similar results (not shown). 154 

To better establish that formation of disulfide bridges between HC-Pro monomers contributes to 155 

oligomerization, infected protoplasts were treated with the disulfide bonds-reducing agent 156 

dithiotreitol (DTT) or with N-ethylmaleimide (NEM) that does not break existing disulfide 157 

bridges but prevents formation of new ones by blocking free thiols. Figure 4F shows that DTT 158 

treatment abolished appearance of H2O2-induced HC-Pro oligomers in SDS-PAGE/Western 159 

blot. This confirmed that oligomerization of HC-Pro requires establishment of intermolecular 160 

disulfide bridges. NEM treatment blocked the appearance of HC-Pro oligomers in SDS-161 

PAGE/Western blots when applied before the H2O2 treatment, but NEM did not prevent their 162 

appearance when applied after H2O2 treatment (Figure 4G). This is a further confirmation of the 163 

involvement of disulfide bridges in HC-Pro oligomerization. Note that NEM treatment caused a 164 

mobility shift of HC-Pro. This might have been due to disulfide shuffling during denaturation of 165 

the samples as reported for papilloma virus (19). To establish a direct role of intermolecular HC-166 

Pro disulfide bonds in TuMV transmission, we performed transmission assays. Because of the 167 

toxicity of NEM, we did not use plants as virus source but resorted to the protoplast system 168 

where exposure of aphids (and the experimenter) to the substance is minimized by confining it in 169 

the protoplast medium. The NEM treatment reduced virus transmission drastically (Figure 4H) 170 

but did not affect protoplast viability (Figure 4I), suggesting that de novo formation of 171 
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intermolecular HC-Pro disulfide bonds is required for formation of transmissible complexes and 172 

thus for aphid acquisition of TuMV. 173 

Model of TuMV transmission activation 174 

In this study, we demonstrate that TA exists for a second virus, TuMV. TuMV TA was induced 175 

by the ROS H2O2 and inhibited by the calcium channel blocker LaCl3. ROS and calcium signaling 176 

are both important in early perception of parasites including insects (20) and recently aphid 177 

punctures were described to induce rapid calcium elevations around feeding sites (21). Since ROS 178 

and calcium signaling are often interconnected (22, 23), TuMV TA likely hijacks an early step of 179 

at least one of these pathways. The initial eliciting event remains unknown. It might be a direct 180 

effect of aphid saliva-contained ROS or ROS-producing peroxidases (24) that are injected into 181 

cells during feeding activity. Alternatively, an aphid or aphid-induced plant factor might interact 182 

in a classic pathogen-associated molecular pattern (PAMP)-triggered immunity reaction with a 183 

pattern recognition receptor (PRR) (25) that prompts calcium and ROS mediated downstream 184 

events. Interestingly, a recent study has demonstrated that the red clover necrotic mosaic virus 185 

(RCNMV) requires ROS for replication (26). The authors proposed that plant viruses may have 186 

evolved a complex mechanism to manipulate the ROS-generating machinery of plants to 187 

improve their infectivity, or, transferred to this case, transmission. 188 

TA of TuMV manifests itself by creation of HC-Pro intermolecular disulfide bridges, driven by 189 

oxidation of the cellular redox potential. We propose that oxidation of HC-Pro induces a 190 

functional switch rendering HC-Pro able to interact with virus particles and form transmissible 191 

complexes (Figure 5). Functional switching (moonlighting) by redox-driven modification of 192 

disulfide bridges has been reported for other proteins and is operated by conformation changes 193 

affecting the secondary, tertiary or quaternary structure of proteins (27–29). Why would there be 194 

such a switch? HC-Pro is a multifunctional protein involved not only in aphid transmission (30) 195 

but also in pathogenicity (31), viral movement (32) and suppression of plant RNA silencing (33–196 

35). One (or more) functional switches could assist to coordinate these multiple functions by 197 

allowing interaction with virions and formation of transmissible complexes only when 198 

transmission is possible, i.e. when the aphids puncture cells This would help to economize finite 199 

plant resources as proposed earlier (7). 200 

Unfortunately, we cannot provide an empirical proof that the aphid punctures directly trigger 201 

TuMV TA. In contrast to CaMV, where TA was directly visible using qualitative 202 

immunofluorescence observation of P2 and virus particle networks (the characteristic 203 
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manifestation of CaMV TA) in cells in contact with aphid saliva sheaths, TuMV TA cannot be 204 

revealed by a qualitative analysis. The quantitative Duolink® approach we used to demonstrate 205 

TuMV HC-Pro/CP interactions in protoplasts required an enormous number of cells for analysis 206 

and statistical validation. Identifying a comparable number of cells in tissue and in contact with 207 

aphid stylets is barely feasible. The same restrictions apply to electron microscopy techniques to 208 

localize HC-Pro on virus particles by immunogold labeling. Thus, proof of aphid implication in 209 

TA of TuMV remains indirect, for the time being. 210 

Nonetheless, we here demonstrate TA for a second virus, TuMV, different from CaMV, 211 

suggesting that transmission activation might be a more general phenomenon. The great 212 

phylogenetic distance between TuMV and CaMV makes it likely that the phenomenon of TA 213 

arose independently for the two viruses during evolution. An obvious question is whether yet 214 

other viruses use TA for their transmission. 215 

Materials and methods 216 

Plants, viruses and inoculation 217 

Turnip plants (Brassica rapa cv. Just Right) and lettuce (Lactuca sativa cv. Mantilla and Trocadero) 218 

were grown in a greenhouse at 24/15 °C day/night with a 14/10 h day/night photoperiod. Two-219 

weeks-old turnip plants were mechanically inoculated with wild-type TuMV strain C42J (36), and 220 

two-weeks-old lettuce plants with Lettuce mosaic virus (LMV) strain E (37). Plants were used for 221 

experiments at 14 days post inoculation (dpi). 222 

Isolation of protoplasts 223 

Protoplasts from turnip leaves were obtained by enzymatic digestion as described (6). 224 

Preparation of infected cell extracts 225 

TuMV-infected turnip protoplasts were sedimented and resuspended in SAKO buffer (500 mM 226 

KPO4 and 10 mM MgCl2 pH 8.5) (38). Then sucrose was added to a final concentration of 15 % 227 

and the suspension was vortexed to homogenize protoplasts. 228 

Drug treatments and cell viability assay 229 

For drug treatments of protoplasts, the following substances were added from stock solutions for 230 

the indicated times to 500 l of protoplast suspension: 1 mM LaCl3 (5 min), 2 mM H2O2 (5 min), 231 
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3 mM NEM (20 min), 5 mM DTT (30 min). Protoplasts were incubated at room temperature 232 

with gentle stirring (5 rpm). 15 min after treatments, protoplast viability was determined with the 233 

FDA test (39). For drug treatments of plants, one leaf per plant was sprayed with 10 mM LaCl3, 234 

20 mM H2O2 or with water, and the leaf, still attached to the plant, used for transmission 235 

experiments after the applied solutions had evaporated. 236 

Aphid transmission tests 237 

A nonviruliferous clonal Myzus persicae colony was reared under controlled conditions (22/18 °C 238 

day/night with a photoperiod of 14/10 h day/night) on eggplant. The transmission tests using 239 

protoplasts were performed as described (6), with an acquisition access period of 15 min and 240 

transferring 10 aphids to each test plant. For plant-to-plant transmission tests, an acquisition time 241 

of 2 min was used and only one aphid was transferred on each turnip plant for inoculation. 242 

Infected plants were identified by visual inspection for symptoms 3 weeks after inoculation. 243 

Antisera 244 

The following primary antibodies were used: commercial rabbit anti-TuMV (sediag.com) and 245 

mouse and rabbit anti-HC-Pro (recognizing HC-Pro from different potyviruses, produced against 246 

the conserved peptide SEIKMPTKHHLVIGNSGDPKYIDLP by proteogenix.fr and 247 

eurogentec.com, respectively). The following secondary antibodies were used: Alexa Fluor 488 248 

and 594 anti-rabbit and anti-mouse conjugates (thermofisher.com) for immunofluorescence, anti-249 

rabbit IgG conjugated to alkaline phosphatase (www.sigmaaldrich.com) for western blotting and 250 

corresponding Minus and Plus probes (www.sigmaaldrich.com) for Duolink®. 251 

Immunofluorescence 252 

Protoplasts were fixed with 1 % glutaraldehyde and processed as described (6). The primary and 253 

secondary antibodies were used at 1:100 and 1:200 dilutions, respectively. 254 

Western blotting 255 

Drug treatments of protoplasts were stopped by lysing protoplasts in non-reducing 2x Laemmli 256 

buffer (v/v) (40) except where indicated otherwise. Optionally, oligomer formation was stabilized 257 

by incubating protoplasts with 3 mM NEM for 20 min before lysis. This step yielded sharper 258 

oligomer bands. Samples were then resolved by 10 % SDS-PAGE. Proteins were transferred to 259 

nitrocellulose membranes and incubated with primary and secondary antibodies as described (6) 260 
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except that TuMV-specific primary antibodies (1:1000 dilution) were used. Antigens were then 261 

revealed by the NBT/BCIP reaction. Equal protein charge on the membranes was verified by 262 

coloring the RuBisCO with Ponceau S Red. 263 

Duolink® proximity ligation assay 264 

In situ protein/protein interactions were detected by proximity ligation assay using the Duolink® 265 

kit (www.sigmaaldrich.com). Protoplasts were isolated from healthy or infected (14 dpi) turnip 266 

leaves and fixed with 3 % paraformaldehyde in 100 mM cacodylate buffer (pH 7.2) or 100 mM 267 

phosphate buffer (pH 7.4). The fixed protoplasts were immobilized on L-polylysine-coated slides. 268 

Antibody incubation with rabbit anti-TuMV and mouse anti-HC-Pro, ligation and probe 269 

amplification were performed according to the manufacturer's instructions. The slides were 270 

mounted with Duolink® in situ mounting medium with DAPI (www.sigmaaldrich.com). 271 

Microscopy 272 

Immunolabeled protoplasts were observed with an Olympus BX60 epifluorescence microscope 273 

(olympus-lifescience.com) equipped with GFP and Texas Red narrow band filters and images 274 

acquired with a color camera. Duolink® images were acquired with a Zeiss LSM700 confocal 275 

microscope (zeiss.com) operated in sequential mode. DAPI was exited with the 405 nm laser and 276 

fluorescence collected from 405-500 nm, Duolink® probes and chlorophyll were excited with the 277 

488 nm laser and fluorescence collected from 490-540 nm (Duolink® signal)or from 560-735 nm 278 

(chlorophyll autofluorescence). Raw images were processed using ZEN or ImageJ software. 279 

Quantification of Duolink® interactions was performed on maximum intensity projections with 280 

the Analyse_Spots_Per_Protoplast macro for ImageJ, developed for this experiment (41).  281 

Statistical analysis 282 

Statistics and box plots were calculated with R software version 3.4.0 (r-project.org). 283 

Transmission rates and cell viability were analyzed with generalized linear models (GLM). Quasi-284 

binomial distributions were used in order to take overdispersion into account, and p-values were 285 

corrected with the Holm method (42) to account for multiple comparisons. 286 

Analyzing the Duolink® experiments required the calculation of the total fluorescence intensity 287 

(Ftot) of labeled foci as: 288 

 289 
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       290 

 291 

where n is the number of labeled foci,  the average size of a focus,  the average fluorescence 292 

intensity of a focus and A the size of the protoplast. Ftot was log-transformed (to normalize the 293 

distribution) and analyzed with linear models using “treatment” and “replicate” as categorical 294 

explanatory variables. 295 
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Legends to Figures 408 

Figure 1. Effect of H2O2 and LaCl3 on TuMV transmission by aphids. (A-B) Turnip protoplasts 409 

were incubated for 5 min with 2 mM H2O2 (A) or 1 mM LaCl3 (B) and then employed in 410 

transmission assays. (C-D) Cell viability of protplasts was measured to determine if the altered 411 

transmission rates were due to modified viability. (E-F) Cell extracts from protoplasts were 412 

treated identically with H2O2 (C) or LaCl3 (D) and used in transmission assays. (G-H) Leaves on 413 

intact plants were sprayed with 20 mM H2O2 (E) or 10 mM LaCl3 (F) and then employed in 414 

transmission assays. Means of infected test plants (horizontal black bars in the box plots) are 415 

calculated from a pool of three independent experiments in which a total of 360 tests plants were 416 

used per condition. Each experiment had 6 repetitions for each condition and 20 tests plants per 417 

repetition (see Supplementary Data Set S1 for raw data). p designates p-values obtained by 418 

generalized linear models (see materials and methods). The box plots here and in the other 419 

figures present medians, upper and lower quartiles, the ends of the whiskers present lowest and 420 

highest datum still within 1.5 IQR of the lower and higher quartile, respectively, and the circles 421 

show outliers. 422 

Figure 2. Immunofluorescence of turnip protoplasts infected with TuMV. TuMV-infected 423 

protoplasts were treated as indicated and double-labeled against HC-Pro (green, first column) and 424 

viral capsid protein CP (red, middle column). The right column (Merge) represents superposition 425 

of HC-Pro and CP labels, with co-labeling appearing in yellow. Control, untreated protoplasts; 426 

H2O2, incubation with 2 mM H2O2 for 15 min, LaCl3, incubation with 1 mM LaCl3 for 15 min. 427 

Scale bars 50 m. 428 

Figure 3. In situ Duolink® proximity ligation assay on turnip protoplasts infected with TuMV. 429 

(A) Untreated control protoplasts or protoplasts incubated with either H2O2 or LaCl3 were 430 

processed by Duolink® for detection of HC-Pro/TuMV particle interactions using HC-Pro and 431 

CP antibodies and corresponding Duolink® probes. Interactions are visible as green fluorescing 432 

spots. Nuclei were counterstained with DAPI (blue) and chloroplast autofluorescence is 433 

presented in grey to reveal the cell lumen. Scale bars: 20 m. (B-C) Quantitative analysis of the 434 

Duolink® signal shows that (B) H2O2 increased and (C) LaCl3 decreased HC-Pro/CP interactions. 435 

The box plots presents data from three independent experiments using between 56-115 436 

protoplasts for each condition. The y-axes show HC-Pro/CP interactions, presented as total 437 

fluorescent intensity (Ftot). p designates p -values obtained by generalized linear models (see 438 

material and methods). 439 
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Figure 4. Non-reducing SDS-PAGE/Western blotting analysis of HC-Pro and CP from TuMV-440 

infected turnip protoplasts. The samples were lysed in a buffer without reducing agents to 441 

conserve the disulfide bridges. (A) H2O2 and LaCl3 treatments did not modify the migration 442 

profile of the capsid protein (CP), whereas they (B) induced (H2O2) or inhibited (LaCl3) 443 

formation of HC-Pro oligomers. (C-D) The concentration range and the kinetics of H2O2 444 

incubation shows that HC-Pro oligomerization (C) was induced by a minimum concentration of 445 

0.25 mM and (D) that it was rapid and reversible, either by extended H2O2 treatment (left panel) 446 

or by washing protoplasts (right panel). (E) Also inhibition of HC-Pro oligomerization by LaCl3 447 

was rapid and reversible. (F-G) HC-Pro oligomers are formed by intermolecular disulfide bridges 448 

because (F) incubation of protoplasts with DTT, either alone or after H2O2 treatment, abolished 449 

HC-Pro oligomers, and (G) treatment with NEM before but not after previous incubation with 450 

H2O2 prevented their formation. (H) Transmission tests using NEM-treated protoplasts show a 451 

drastic diminution of TuMV transmission. Transmission tests were performed three times using 452 

320 plants per condition and analyzed by generalized linear models as described in Figure 1. (I) 453 

Protoplast viability assays show that NEM treatment did not change cell viability under the 454 

conditions used. TuMV, samples of TuMV-infected protoplasts; Non inf., samples of non 455 

infected protoplasts; LaCl3, treatment with 1 mM LaCl3 for 5 min; H2O2, treatment with 2 mM 456 

H2O2 for 5 min; wash, H2O2 was removed by centrifugation and resuspension of protoplasts in 457 

fresh medium; DTT, treatment with 5 mM DTT for 30 min; NEM, treatment with 3 mM NEM 458 

for 20 min. Equal loading of lanes is shown by Ponceau Red staining of the large RuBisCO 459 

subunit (Rub). A precolored ladder and the molecular masses in kDa are indicated at one side of 460 

each blot. p in (H) designates p-value obtained by generalized linear models from three 461 

independent experiments. 462 

Figure 5. Model of TuMV acquisition by aphids. For simplicity, aphids, viral components and 463 

the plant cell are not drawn to scale. (1) Before the arrival of aphid vectors, the redox potential of 464 

the cytosol of TuMV-infected cells has ‘normal’ values, i.e. it is reduced. Consequently, the 465 

cytosolic HC-Pro protein (blue circles) is in a reduced form (the red points in HC-Pro present 466 

reduced cysteines) and contains no intermolecular disulfide bridges. This form of HC-Pro is 467 

presumably not associated with virus particles (purple lines). It is likely but remains to be 468 

confirmed whether reduced HC-Pro is dimeric as presented here. (2) When an aphid feeds on a 469 

leaf infected with TuMV, an unknown elicitor is recognized by the plant cell and induces the 470 

opening of calcium channels (pink cylinder) and triggers directly or indirectly ROS production in 471 

the cell. During this activation stage, the ROS in the cytoplasm increases (red lightning) the redox 472 

potential of the cell cytoplasm and oxidizes one or more HC-Pro cysteines. This oxidation 473 
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generates disulfide bridges (red lines) between different HC-Pro molecules. The intermolecular 474 

disulfide bridges either induce oligomerization of a portion of HC-Pro or change the 475 

conformation of a part of existing oligomers, presented by the transition of the circles to squares. 476 

For simplicity, higher HC-Pro forms are not shown. (3) Whatever the case, oxidation of a 477 

fraction of HC-Pro results in a functional switch of the protein and the oxidized tertiary or 478 

quaternary conformation allows interaction between HC-Pro and TuMV particles and the 479 

formation of TuMV transmissible complexes, symbolized by square HC-Pro aligned with a virion. 480 

Now the infected cell is switched into transmission mode and this stage allows efficient 481 

acquisition of TuMV. (4) The aphid acquires transmissible complexes and transmits the TuMV 482 

during the next punctures on another plant. After vector departure, the redox potential of cell 483 

cytoplasm lowers again and HC-Pro is reduced. This changes its conformation and induces 484 

dissociation of the transmissible complexes, leaving HC-Pro free to fulfill its other functions 485 

during infection. The aphid drawing is modified from (43), published under open CC3.0 license. 486 
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Condition -H2O2 +H2O2 -LaCl3 +LaCl3 -NEM +NEM

N
% Viability

1466
74.7±2.0

1495
74.2±2.1

1471
74.7±2.1

1514
75.5±3.3

1532
76.2±1.9

1587
76.9±2.0

p-value 0.49 0.67 0.49

Table S1. Viability tests of protoplasts. TuMV-infected protoplasts were incubated or not for 5 min

with 2 mM H2O2 or 1 mM LaCl3 or for 20 min with 3 mM NEM and then the viability determined by

the  FDA  test  (Widholm,  1972).  Experiments  were  repeated  twice  using  different  protoplasts

preparations (biological replicates) counting cells in 7 randomly chosen microscopy fields presenting

technical replicates. The average viability ± standard deviation, the total number of cells counted (N),

and the p-values are shown. Statistical analysis was by generalized linear models.

1



Figure  S1.  Immunofluorescence  of  turnip  protoplasts  infected  with  TuMV.  TuMV-infected

protoplasts were double-labeled against HC-Pro (green, first column) and viral capsid protein CP (red,

middle column). The right column (Merge) represents superposition of HC-Pro and CP labels, with co-

labeling  appearing  in  yellow.  Under  all  conditions,  HC-Pro colocalized  with  CP in  the  cytoplasm.

Control, untreated protoplasts; H2O2, incubation with 2 mM H2O2 for 15 min, LaCl3, incubation with 1

mM LaCl3 for 15 min. Scale bars 50 m.

2



Figure  S2.  Non-reducing  SDS-PAGE/Western  blotting  analysis  of  HC-Pro  from  LMV-infected

lettuce protoplasts purified from (A) Lactuca sativa var. Mantilla and (B) L. sativa var. Trocadero plants.

The blots show the induction of HC-Pro oligomeric forms by H2O2 and a second ROS, diamide. LMV,

LMV-infected protoplasts; Non inf., non infected protoplasts; H2O2, treatment with 2 mM H2O2 for 5

min; diamide, treatment with 2 mM diamide for 5 min; nonspecific, nonspecific band revealed in non

infected and infected protoplasts. Equal protein charge is shown by Ponceau Red staining of RuBisCO.

Molecular masses are indicated by annotated prestained protein ladders. The experiment was repeated

three times.

3



1.3. Conclusion et perspectives 

Cet article montre des résultats compatibles avec l’hypothèse que le TuMV active son 

acquisition par le vecteur en utilisant les réponses mise en place par la plante. En effet, les 

résultats des tests de transmission montrent que les ROS et la signalisation calcique sont 

impliqués dans la transmission du TuMV. La présence de ROS favorise la transmission du 

TuMV tandis que le blocage de la signalisation calcique l’inhibe. Ces résultats démontrent 

que le TuMV est capable d’activer sa transmission très rapidement sous l’effet d’un stress de 

la plante hôte, tout comme le CaMV (Martinière et al., 2013). L’AT du TuMV est caracterisée 

par l’augmentation des interactions CP/HC-Pro ainsi que l’apparition de formes 

oligomériques par ponts disulfures de HC-Pro. La formation d’oligomères HC-Pro en 

présence de ROS a également été observée pour un autre potyvirus, le Lettuce mosaic virus, 

suggérant que le phénomène serait général à l’ensemble des potyvirus. Des tests de 

transmission, d’immunomarquage et de western blot ont été réalisés sur le Potato virus Y 

(PVY) mais n’ont pas pu montrer l’AT du PVY à cause de verrous techniques, en particulier 

l’absence d’un anticorps dirigé contre le HC-Pro du PVY de bonne qualité. 

Notre modèle pour l’AT du TuMV est que l’activité des pucerons sur la plante infectée 

est reconnue par la plante. Ensuite, celle-ci va, dans une étape précoce de défense, activer la 

signalisation calcique qui, de manière directe ou indirecte, va induire la production des ROS. 

L’environnement intracellulaire dans lequel se trouve HC-Pro est oxydé par ces ROS, ce qui 

va générer les oligomères de HC-Pro et favoriser son interaction avec la CP. Une fois le 

complexe transmissible CP/HC-Pro formé, le TuMV se trouve sous sa forme active pour la 

transmission et peut être acquis par son vecteur.  

Pour valider totalement ce modèle, il reste à caractériser certaines étapes. Par 

exemple, côté virus, nous ne connaissons pas les cystéines impliquées dans la formation des 

ponts disulfures pour générer les oligomères de HC-Pro. Le modèle serait consolidé si nous 

pouvions identifier ces cystéines, puis les substituer par un autre acide aminé dans le 

contexte viral. Ceci nous procurerait des « mutants cyctéine » qui devraient ne plus former 

d’oligomères sous l’effet des ROS et, parallèlement, qui ne devraient plus être transmissible 

par pucerons. Ce travail a été débuté mais n’a pas pu être finalisé. Dans la suite de ce 

chapitre je présente les résultats obtenus à ce jour. 
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2. Recherche des cystéines impliquées dans la formation des ponts 

disulfures pour l'oligomérisation de HC-Pro 

 

2.1. Présentation des mutants cystéines 

La présence des oligomères de HC-Pro, liés par des ponts disulfures, est corrélée à 

l’augmentation de la transmission du TuMV et intervient probablement dans le processus 

d’AT du TuMV. Ces ponts disulfures se forment au niveau des groupements thiols (-SH) des 

cystéines lorsque celles-ci se trouvent dans un environnement oxydé. Quinze cystéines sont 

présentes dans la séquence de HC-Pro de la souche UK1 du TuMV (figure 6). Parmi elles, sept 

sont conservées sur un alignement de 56 séquences de potyvirus (annexe 1). 

 

Saaganfwkgfdrcflayrsdnrehtcysgldvtecgevaalmclamfpcgkitc*pdc*vtdselsqgqasgpsmkh

rltqlrdvirssyprfkhavqildryeqslssanenyqdfaeiqsisdgvekaafphvnklnailikgatatgeefsqatkhlleiarylk

nrteniekgslksfrnkisqkahinptlmc*dnqldrngnfiwgergyhakrffsnyfeiidpkkgynqyetrvvpngsrklaigkl

ivptnfevlreqmkgepvepypvtvec*vsklqgdfvhac*cc*vttesgdpvlseikmptkhhlvignsgdpkyidlpe

ieenkmyiakegyc*yiniflamlvnvkesqakeftkvvrdklvgelgkwptlldvatacyflkvfypdvanaelprmlvdhkt

kiihvvdsygslstgyhvlktntveqlikftrcnlesslkhyrvg 

 

Figure 6. Emplacement des cystéines dans la séquence de HC-Pro de la souche UK1 du TuMV. La séquence de 

HC-Pro contient 15 cystéines, représentées par la lettre c (en rouge et en gras). Les astérisques indiquent les 

cystéines conservées. 

 

Afin de déterminer quelle(s) cystéine(s) sont impliquée(s) dans la formation des 

oligomères de HC-Pro, des substitutions de chaque cystéine en sérine (mutants cystéines) 

ont été réalisées par mutagenèse dirigée. Quinze clones, chacun avec une seule cystéine 

mutée, ont ainsi été obtenus puis inoculés par biolistique sur de jeunes plantes de navets. 

Parmi ces quinze clones, seulement huit se sont avérés infectieux (tableau 1). Les génomes 

des clones viraux dans les plantes présentant des symptômes systémiques ont été contrôlés 
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par séquençage afin de vérifier la présence de la mutation. Sur les huit clones infectieux, 

seulement deux sont mutés à une position de cystéine conservée : C197S et C292S. 

 

Position Cystéine conservée 
Nom du  

mutant cystéine 

Infectieux  

après biolistique 

14 non C14S non 

27 non C27S non 

36 non C36S oui 

44 non C44S oui 

50 non C50S oui 

55 oui C55S non 

58 oui C58S non 

197 oui C197S oui 

280 oui C280S non 

292 oui C292S oui 

293 non C293S oui 

294 oui C294S non 

344 oui C344S non 

389 non C389S oui 

446 non C446S oui 

 

Tableau 1. Viabilité des mutants cystéines générés. Parmi les quinze cystéines, sept sont conservées dans 

l’ensemble des séquences de potyvirus analysées et parmi les quinze mutants cystéines, huit sont infectieux 

après biolistique. Seuls C197S et C292S sont mutés à une position de cystéine conservée et sont infectieux 

après biolistique. 

 

La charge virale des différents clones a été analysée sur les navets infectés afin 

d’évaluer si les mutations engendraient des modifications d’accumulation du virus qui 

pourraient aussi expliquer, le cas échéant, une baisse de la transmission. Ensuite, des tests 

de transmission ont permis de tester si les mutations généraient des changements de taux 

de transmission. Enfin, des western blot ont été effectués pour visualiser si les mutations ont 

92



eu un effet sur l’accumulation et la présence/absence de formes monomérique et 

oligomérique de HC-Pro. 

 

2.2. Quantification de la charge virale des mutants cystéines 

La charge virale des mutants cystéines a été calculée à partir des unités de 

fluorescence arbitraires obtenues en q-PCR. Celles-ci ont été mesurées sur une portion de 

séquence du TuMV (gène d’intérêt) et sur un bout de séquence du gène de l’actine de la 

plante hôte (gène de référence). Afin de normaliser la quantité de matière végétale analysée 

dans tous les échantillons, la concentration obtenue pour le gène d’intérêt a été divisée par 

la concentration obtenue pour le gène de référence. Les ratios obtenus pour chacun des 

échantillons ont ensuite été analysés avec des modèles statistiques linéaires généralisés. 

Les résultats obtenus montrent une différence d’accumulation suivant les mutants 

(figure 7). Les mutants C197S, C292S et C446S sont moins accumulés dans les plantes que la 

souche UK1 sauvage. Tous les autres mutants sont accumulés de manière identique à UK1. 

Ces résultats indiquent que les mutations en position 197, 292 et 446 dans la séquence de 

HC-Pro ont un impact sur l’accumulation du virus. De ce fait, leur chance d’être acquis par un 

vecteur pourrait être réduite. Il faudra donc en tenir compte dans l’analyse et 

l’interprétation des résultats des tests de transmission. 

 

 

 

Figure 7. Effet des substitutions de cystéines sur l’accumulation des mutants cystéines dans les navets 

infectés. L’accumulation virale d’un mutant cystéine a été estimée par q-PCR à partir de 14 à 16 navets infectés 

par mutant. Les valeurs de fluorescence arbitraire obtenues ont permis de calculer l’accumulation virale 

normalisée à l’aide du gène de référence. p désigne les p-values obtenues dans les analyses statistiques 

réalisées à l’aide de modèles linéaires généralisés (voir matériel et méthodes) 
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2.3. Tests de l’efficacité de la transmission pour les mutants cystéines 

Après obtention des mutants et vérification de la présence de la mutation par 

séquençage, des tests de transmission préliminaires ont été réalisés. Ces tests avaient pour 

but de vérifier si les mutants étaient infectieux et s’ils étaient ou non transmissibles par les 

pucerons. Les pucerons ont donc été mis à acquérir deux minutes sur les plantes sources 

puis une dizaine de pucerons ont été déposés sur chaque plante test, conditions sous 

lesquelles le virus sauvage est transmis à quasiment 100 %. Les résultats de ces tests de 

transmission ont montré que tous les mutants infectieux étaient transmissibles excepté le 

mutant en position 197 (tableau 2). 

 

Mutant cystéine Plantes infectées Plantes saines Taux de transmission 

UK1 23 1 ≈ 96 % 

C36S 9 15 ≈ 38 % 

C44S 18 6 75 % 

C50S 10 14 ≈ 42 % 

C197S 0 24 0 % 

C292S 4 20 ≈ 17 % 

C293S 23 1 ≈ 96 % 

C389S 12 12 50 % 

C446S 10 14 ≈ 42 % 

 

Tableau 2. Résultats des tests de transmission préliminaires des mutants cystéines. Tous les mutants 

cystéines sont transmissibles par leur vecteur excepté le mutant cystéine C197S. 

 

Ensuite, des tests de transmission standard avec un temps d’acquisition de deux 

minutes et le dépôt d’un seul puceron sur chaque plante test ont été réalisés pour chaque 

mutant. Les résultats de ces tests ont montré différents taux de transmission en fonction des 

mutants (figure 8). Les mutants C36S, C50S, C292S, C389S et C446S sont moins bien transmis 

que la souche UK1 sauvage. Le mutant C197S n’est pas du tout transmis par les pucerons et 

les mutants C44S et C293S sont transmis de manière identique à UK1. On peut néanmoins 

déjà supposer que la baisse de transmission des mutants C292S et C446S peut être associée, 

au moins partiellement, à leur charge virale moins importante par rapport à UK1 (figure 7). 
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Figure 8. Taux de transmission des mutants cystéines. Les tests de transmission ont été réalisés à partir de 

plantes sources infectées par la souche UK1 sauvage ou infectées par chacun des mutants cystéines. Après 

l’acquisition du virus, les pucerons ont été placés pendant 2 à 3 heures sur des navets sains (plantes 

receveuses) pour inoculer le virus. Chaque condition a été testée au cours de trois expériences indépendantes. 

Chaque expérience comprenait six plantes sources pour chaque condition et 20 plantes receveuses par plante 

source. p désigne les p-values obtenues à l’aide de modèles linéaires généralisés (voir matériel et méthodes). 

 

2.4. Western blot à partir de protoplastes infectés par les mutants cystéines 

Le profil d’oligomères de HC-Pro à été caractérisé pour tous les mutants par western 

blot. Des échantillons de protoplastes ont été préparés à partir de plantes infectées puis 

traités ou non avec H2O2 pour générer les oligomères de HC-Pro dans le but de tester une 

corrélation entre les taux de transmission observés et la capacité à former des oligomères. 

Les résultats de cette expérience ont révélé la présence des formes oligomériques de HC-Pro 

pour tous les mutants après l’ajout de H2O2 (figure 9). Cette observation signifie 

malheureusement que la substitution des cystéines testées n’empêche pas la formation des 

oligomères de HC-Pro. L’oligomérisation de HC-Pro sous l’effet des traitements H2O2 pour 

tous les mutants testés peut s’expliquer par l’implication de plusieurs cystéines dans la 
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génération des oligomères. En effet, la présence de dimères nécessite l’implication d’au 

minimum une cystéine de HC-Pro mais des trimères sont également observés et leur 

formation nécessite au minimum l’implication deux cystéines de HC-Pro. De plus, une bande 

est observée au-dessus du marqueur de taille et pourrait correspondre à des formes 

oligomériques supérieures au trimère et donc nécessitant au moins trois cystéines pour leur 

formation. Dans cette hypothèse, il faudrait peut être réaliser des combinaisons de 

substitutions d’au moins 2-3 cystéines sur le même clone infectieux pour pouvoir visualiser 

un profil d’oligomères changé par rapport à la souche UK1 sauvage. Cette combinatoire 

représente un nombre de mutants extrêmement important, et nous avons décidé de ne pas 

poursuivre cette approche dans le cadre temporel de ma thèse. 

 

 

 

Figure 9. Analyse du profil d’oligomères de HC-Pro par SDS PAGE/Western blot à partir de protoplastes 

infectés par les mutants cystéines. Des protoplastes infectés par le TuMV UK1 ou par chacun des différents 

mutants cystéines ont été traités comme indiqué, puis analysés par Western blot après SDS-PAGE en condition 

non-reductrice. Les échantillons ont été lysés dans un tampon ne contenant pas d’agents réducteurs afin de 

conserver les ponts disulfures. Le traitement H2O2 a induit la formation des oligomères de HC-Pro pour la 

souche UK1 sauvage ainsi que pour tous les mutants cystéines. H2O2, traitement avec 2 mM H2O2 pendant 5 

min. La coloration de la RuBisCO (Rub) au rouge de Ponceau au dessous des gels est un contrôle de charge 

montrant qu’une quantité constante d’échantillon a été déposée dans tous les puits. Le marqueur de taille et 

les masses moléculaires en kDa figurent à gauche de chaque membrane.  
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2.5. Conclusion et perspectives 

L’étude des mutants cystéines nous a tout d’abord renseigné sur l’importance de ces 

résidus dans le maintien de l’infectivité du virus (tableau 1). Cette analyse nous a également 

appris que certaines mutations avaient un impact sur l’accumulation du virus dans les 

cellules de l’hôte (figure 7) et sur les taux de transmission par pucerons (figure 8). 

Cependant, les mutations n’ont pas d’effet marqué sur la formation des oligomères de HC-

Pro (figure 9).  

L’ensemble de ces données ne nous a pas permis d’identifier avec précision une 

cystéine impliquée dans l’AT du TuMV, liée à la présence/absence d’oligomères de HC-Pro 

qui serait nécessaire à la transmission (article 1). En effet, certains mutants ont une charge 

virale identique à la souche UK1 sauvage et présentent des oligomères de HC-Pro mais sont 

moins transmis. Néanmoins, la présence d’oligomères de HC-Pro et la formation de ponts 

disulfures semblent nécessaires pour la transmission du virus. En effet, lorsque la 

signalisation calcique est bloquée avec du lanthanum(III) chloride (LaCl3), les oligomères de 

HC-Pro sont inhibés et il n’y a presque plus de transmission (article 1). Plus directement, 

lorsque la formation de ponts disulfures est bloquée par l’ajout de N-éthylmaléimide (NEM), 

il y a une forte diminution de la transmission du virus (article 1).  

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer les résultats obtenus : 

(i) Tous les mutants cystéines n’ont pas pu être testés puisque certains d’entre eux ne sont 

plus infectieux. La plupart de ces mutants non infectieux présente la substitution d’une 

cystéine conservée dans toutes les séquences des HC-Pro alignées. La conservation de ces 

cystéines en fait de bons candidats, et nous privilégions l’hypothèse que la ou les cystéines 

importantes que nous recherchons font parties des ces positions non testables parce 

qu’elles sont létales pour le TuMV. Parmi les positions de cystéines que nous n’avons ainsi 

pas pu tester, on compte la cystéine en position 55 contenue dans le motif KITC, très 

conservé et intervenant dans la liaison de HC-Pro au stylet du puceron (Blanc et al., 1998).  

La cystéine en position 344 est également potentiellement importante car elle est au cœur 

du site actif de la fonction protéase de HC-Pro (Guo et al., 2011). 

(ii) Comme déjà discuté plus haut, plusieurs cystéines pourraient être impliquées dans la 

formation des oligomères de HC-Pro. Cette possibilité pourrait expliquer la présence des 

oligomères pour tous les mutants. Pour confirmer cette hypothèse, il faudrait substituer 
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plusieurs cystéines sur le même mutant, ce qui représentera une quantité de travail 

considérable. 

(iii) Les variations des taux de transmission, apparemment indépendantes de la formation 

d’oligomères de HC-Pro chez de nombreux mutants, pourraient être expliquées par l’une des 

propriétés bien connues des ponts disulfures. Cette propriété est de pouvoir modifier la 

structure d’une protéine (Rees et Lipscomb, 1982). Ainsi, la substitution générée 

n’empêcherait pas forcément la formation des oligomères de HC-Pro mais pourrait modifier 

leur conformation. Si la structure de HC-Pro est impliquée dans son interaction avec la CP ou 

le puceron et qu’elle est modifiée par la substitution alors il pourrait y avoir des variations de 

taux de transmission. Pour confirmer cette hypothèse, il faudrait évaluer/quantifier les 

interactions CP/HC-Pro et HC-Pro/puceron pour chacun des mutants.  

(iv) Un ou plusieurs ponts disulfures intra-HC-Pro sont peut-être formés après l’ajout de H2O2 

mais leur présence ne peut pas être observée en western blot. Si ces ponts intra-HC-Pro se 

forment, il est possible qu’ils entrainent des changements sur la structure de HC-Pro. De ce 

fait, si une cystéine à l’origine d’une liaison intra-HC-Pro est mutée, elle pourrait amener la 

perte de la structure de HC-Pro. Une fois encore, si la structure de HC-Pro est importante 

pour son interaction avec la CP et qu’elle ne se forme pas, alors la transmission du virus ne 

pourra pas se faire. Pour confirmer cette hypothèse, il faudrait là aussi évaluer les 

interactions CP/HC-Pro.  

Le cas particulier que présente le mutant 197, non transmis par les pucerons mais qui 

forme des oligomères de HC-Pro après l’ajout de H2O2, peut être expliqué par plusieurs 

hypothèses. Tout d’abord, le mutant 197 correspond au mutant le moins accumulé dans les 

plantes infectées. De ce fait, peut-être que son accumulation était en-dessous du seuil requis 

pour être transmis par les pucerons. De plus, les parties N-terminale et C-terminale sont 

riches en cystéines tandis que la partie centrale de la séquence de HC-Pro ne contient 

qu’une seule cystéine, celle en position 197 (figure 6). De par sa position isolée et centrale 

dans la séquence de HC-Pro, la cystéine 197 ne semble pas impliquée directement dans les 

interactions CP/HC-Pro et HC-Pro/puceron mais pourrait l’être dans l’interaction HC-Pro/HC-

Pro. Enfin, il est possible que cette cystéine contribue à la structure de HC-Pro, ce qui 

engendrerait un changement de la conformation de HC-Pro lorsqu’elle est mutée et 

empêcherait l’interaction de HC-Pro avec la CP ou le puceron. 

 

98



HC-Pro est une protéine multifonctionnelle impliquée non seulement dans la 

transmission des pucerons, mais aussi dans la pathogénicité, le mouvement viral et la 

suppression du silencing des ARN végétaux. L’existence de plusieurs formes de HC-Pro 

pourrait aider à coordonner ces fonctions multiples. Ainsi, l’induction de la forme de HC-Pro 

spécifique à l’AT du TuMV, qui permet la formation des complexes transmissibles HC-Pro/CP, 

se ferait uniquement lorsque la transmission est possible, c’est-à-dire lorsque les pucerons 

sont présents. Malheureusement, nous n’avons pas pu établir de lien direct entre la mise en 

place de l’AT du TuMV et la présence du puceron. Contrairement au CaMV, où l'AT était 

directement visible par observation qualitative en immunofluorescence dans les cellules en 

contact avec les gaines salivaires de pucerons, l’AT du TuMV ne peut être révélée par ce type 

d’analyse. L'approche quantitative par la technique Duolink® utilisée pour démontrer les 

interactions TuMV HC-Pro/CP dans les protoplastes nécessitait un nombre énorme de 

cellules pour l'analyse et la validation statistique. Identifier un nombre comparable de 

cellules dans les tissus en contact avec les stylets des pucerons est difficilement réalisable. 

Suite à ces difficultés techniques, il est compliqué de mettre en évidence le fait que les 

pucerons déclenchent directement l’AT du TuMV. Le seul moyen d’y parvenir serait 

d’identifier l’éliciteur de l’AT du TuMV, un programme qui a été initié et sera décrit dans le 

troisième chapitre de ma thèse. 

 

L’ensemble des résultats présentés dans ce chapitre met donc en évidence que le 

TuMV passe d’un état non transmissible à un état transmissible, tout comme le CaMV. 

Cependant, l’établissement de la forme transmissible du TuMV se caractérise par la 

formation d’oligomères par ponts disulfures de HC-Pro favorisant son interaction avec la CP 

tandis que la forme transmissible du CaMV se caractérise par la relocalisation des protéines 

virales impliquées dans la transmission. Ces deux virus sont donc capables d’activer leur 

transmission mais utilisent des stratégies différentes. L’activation de leur transmission 

s’articule autour de réponses de la plante générées suite à l’arrivée du vecteur. Quels sont 

ces réponses ? Y a t-il des mécanismes communs pour activer la transmission de ces deux 

virus ou les mécanismes impliqués sont-ils propres à chaque virus ? La réponse à ces 

questions sera présentée dans le deuxième chapitre de ma thèse. 
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CHAPITRE 2 : Comparaison de 

l’activation de la transmission 

entre le CaMV et le TuMV 
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1. Contexte et objectif

L’AT a été identifiée pour deux virus : le CaMV et le TuMV. Ces deux virus ne sont pas 

apparentés mais sont tous les deux transmis de manière non circulante via la stratégie 

« facteur assistant de la transmission ». L’AT du CaMV se traduit par une relocalisation de 

son facteur assistant P2 et des virions tandis que l’AT du TuMV se traduit par une 

modification post-traductionnelle de son facteur assistant suivie par la formation de 

complexes transmissibles. Ces deux virus ont donc développé un mécanisme d’AT pour leur 

transmission mais chacun avec ses moyens moléculaires propres. Une question intéressante 

est : La mise en place de ces deux AT est elle déclenchée par des voies de signalisations de la 

plante communes ou spécifiques à chacune ? 

Afin de répondre à cette question, des tests de transmission par le puceron M. 

persicae à partir de plantes entières infectées par le CaMV ou le TuMV ont été réalisés. 

Différents stress induisant, mimant, ou inhibant des voies de signalisation et de défense de 

la plante ont été appliqués sur les feuilles sources avant les tests de transmission. L’objectif 

principal de ces expériences est de déterminer si les traitements utilisés augmentent ou 

diminuent la transmission du TuMV et du CaMV et si les variations de transmission 

observées sont identiques ou différentes pour les deux virus. Les résultats de ces 

expériences et leur interprétation sont décrits dans l’article ci-dessous, soumis au journal 

Scientific Reports. 

2. ARTICLE 2: Pharmacological analysis of transmission activation of two

aphid-vectored plant viruses, Turnip mosaic virus and Cauliflower 

mosaic virus 
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Abstract 31 

Turnip mosaic virus (TuMV, family Potyviridae) and cauliflower mosaic virus (CaMV, family 32 

Caulimoviridae) are transmitted by aphid vectors. They are the only viruses shown so far to 33 

undergo transmission activation (TA) immediately preceding plant-to-plant propagation. TA is 34 

a recently described phenomenon where viruses respond to the presence of vectors on the 35 

host by rapidly and transiently forming transmissible complexes that are acquired efficiently 36 

and subsequently transmitted. Very little is known about the mechanisms of TA and on 37 

whether such mechanisms are alike or distinct in different viral species. We use here a 38 

pharmacological approach to initiate the comparison of TA of TuMV and CaMV. Our results 39 

show that both viruses rely on calcium signaling and reactive oxygen species (ROS) for TA. 40 

However, whereas application of the thiol-reactive compound N-ethylmaleimide (NEM) 41 

inhibited, as previously shown, TuMV transmission but it did not alter CaMV transmission. On 42 

the other hand, sodium azide, which boosts CaMV transmission, strongly inhibited TuMV 43 

transmission. Taken together, the results suggest that transmission activation of TuMV and 44 

CaMV depend both on initial calcium and ROS signaling that are generated during the plant’s 45 

immediate responses to aphid manifestation. Interestingly, downstream events in TA of each 46 

virus appear to diverge, as shown by the differential effects of NEM and azide on TuMV and 47 

CaMV transmission, suggesting that these two viruses have evolved analogous TA 48 

mechanisms. 49 

  50 
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Introduction 51 

Viruses are obligate intracellular parasites and therefore depend completely on the 52 

machinery and metabolism of a host cell to accomplish the different steps of their infection 53 

cycle. Among these, the host-to-host transmission step is crucial in allowing maintenance 54 

and spread of the virus in the environment. Many viruses of animals and most viruses of 55 

plants rely on vectors for host-to-host transmission. The most important vector groups are 56 

piercing-sucking arthropods such as blood-feeding mosquitoes, ticks and other flies for 57 

animal viruses, and sap-feeding hemipteran insects for plant viruses, all acting as “flying 58 

syringes” and so suited ideally to uptake, transport and inoculate viruses and other 59 

pathogens (Gray and Banerjee, 1999; Kuno and Chang, 2005). Aphids are the major vectors 60 

for plant viruses and responsible for the dissemination of 70 % of all plant virus species 61 

(Institute of Medicine (US) Forum on Microbial Threats, 2008; Bragard et al., 2013). Plant 62 

viruses are usually acquired with the food when vectors feed on plants. 63 

Depending on the virus-vector interaction, two transmission modes are distinguished. In the 64 

circulative mode, viruses traverse the intestine and cycle through the body of the vector to 65 

invade the salivary glands. Then they are inoculated together with saliva into a new host. In 66 

the non-circulative mode, viruses do not need to cycle through the vector, but are retained in 67 

and released from the vector mouthparts (reviewed by (Dáder et al., 2017)). Many non-68 

circulative plant viruses use the capsid strategy for vector interaction meaning that the 69 

transmitted virus particles (virions) bind directly to the vector mouthparts. Others use the 70 

helper strategy, meaning that a viral non-structural protein, the helper component (HC), 71 

mediates the link between the virions and the vector mouthparts (Pirone and Blanc, 1996). In 72 

the helper strategy, the formation of transmissible complexes composed of HC and virions is 73 

mandatory for transmission. 74 

Recent studies on two aphid-transmitted viruses using the helper strategy, cauliflower 75 

mosaic virus (CaMV, family Caulimoviridae) and turnip mosaic virus (TuMV, family 76 

Potyviridae), showed that formation of transmissible complexes in infected plant cells is 77 

induced within seconds by vector feeding activity (Martinière et al., 2013; Bak et al., 2013) 78 

and accompanying manuscript). This suggests that these two viruses switch transiently from 79 

a replication/accumulation mode to a transmission mode, a phenomenon named 80 

transmission activation (TA, (Drucker and Then, 2015)). The transmissible complexes of 81 

TuMV and CaMV are functional, but not biochemical or structural analogues (Figure 1). The 82 

TuMV transmissible complex is composed of the filamentous virus particle and the helper 83 

component HC-Pro. HC-Pro is a ~50 kD multifunctional protein involved not only in vector-84 

transmission, but also in suppression of gene silencing and other plant defense reactions, in 85 

viral movement and in the processing of the viral polyprotein (Revers and García, 2015; 86 

Hasiów-Jaroszewska et al., 2013). The CaMV transmissible complex is composed of the 87 
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icosahedral virus particle coated by the viral protein P3 and the helper component P2. P2 is 88 

an 18 kD protein whose only function is aphid transmission (Leh et al., 1999; Hohn, 2013). 89 

CaMV P2 and TuMV HC-Pro are totally different proteins that do not share any homology. 90 

For a virus to respond to aphid feeding activity by forming transmissible complexes, it must 91 

somehow ‘sense’ the presence of the aphid. This is only possible via highjacking the plant 92 

sensory system and associated signaling cascades. Since aphid activity on plants induces 93 

plant defense responses (review (Jaouannet et al., 2014)), it is likely that TuMV and CaMV 94 

make use of plant defense reactions to trigger the formation of transmissible complexes. 95 

Because TA happens within seconds, viruses might interfere with early signaling steps. The 96 

earliest event in establishment of plant defenses is recognition by the plant of various 97 

stresses. This is generally achieved by specific plant pathogen recognition receptors (PRR) 98 

that recognize conserved pathogen associated molecular patterns (PAMP). Though this 99 

general scheme applies likely also to plant-aphid interactions, it should be noted that both 100 

PRR and PAMP are yet unidentified in this specific case. Transduction of the recognition 101 

signal is then mediated by rapid calcium waves (Blume et al., 2000). Recently, it has been 102 

shown that also aphid punctures elicit calcium waves (Vincent et al., 2017). Reactive oxygen 103 

species (ROS) also play a significant role in early plant defense reactions and calcium and 104 

ROS signals most likely interweave (Jeworutzki et al., 2010; Ranf et al., 2011). The initial 105 

calcium and/or ROS fluctuations trigger downstream reactions that ultimately establish 106 

PAMP-triggered immunity (PTI, (Jones and Dangl, 2006). 107 

Since calcium and ROS elevations are the earliest plant responses to pathogen presence, 108 

we hypothesized that plant viruses might eavesdrop them for TA. Consistently, we very 109 

recently showed that transmission of TuMV is inhibited by the calcium channel blocker LaCl3 110 

and activated by the ROS H2O2 (see accompanying manuscript). Whether TA of CaMV is 111 

also dependent on calcium and ROS or on totally distinct pathways is unknown. Therefore, 112 

we used here a pharmacological approach to compare TA of these viruses. Our results 113 

suggest that TA of the two viruses have initial steps in common, but then rely on different 114 

downstream mechanisms. 115 

 116 

Result and discussion 117 

We have recently shown (see accompanying manuscript) that ROS and calcium signaling 118 

are involved in TuMV TA, possibly by interfering with the recognition of aphids by plants. The 119 

previous experiments have been conducted using protoplasts extracted from infected plants 120 

as virus sources, which were provided to aphids through parafilm membranes. This is a 121 

useful but simplified biological system where the cells are individualized and not in their 122 

natural symplasmic context in a tissue. Hence, prior to compare further the effect of various 123 

compounds on the TA of both TuMV and CaMV, we sought to validate the previous results 124 
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by using leaves on intact infected plants as virus source. We applied H2O2 or LaCl3 to leaves 125 

by spraying treatment (Peng and Walker, 2018) and used these plants for aphid transmission 126 

assays. To rule out any interference, only one leaf of the same developmental stage was 127 

sprayed on each plant and different plants were used for each condition. Figure 2A shows 128 

that H2O2 treatment increased significantly and LaCl3 treatment decreased significantly plant-129 

to-plant transmission rates of TuMV. This confirmed our previous results obtained with 130 

protoplasts (see accompanying manuscript) and showed that TuMV TA is similarly observed 131 

in intact plants. Compared to protoplast experiments, higher H2O2and LaCl3 concentrations 132 

were required to observe significant effects, and this is probably due to a dilution of these 133 

substances during leaf penetration. We then repeated the same experiments using CaMV-134 

infected plants. Just as for TuMV, H2O2increased and LaCl3 decreased significantly plant-to-135 

plant transmission of CaMV (Figure 2B). These results suggest that the two viruses share 136 

ROS and calcium dependency of TA. 137 

We have shown previously that wounding stress induces the typical TA response of CaMV, 138 

i.e. formation of P2 networks that were restricted to the wounding sites (Martinière et al., 139 

2013). However, we did not assess transmission in the previous experiment. Therefore, we 140 

repeated the experiment to record CaMV transmission and extended the experiment to 141 

TuMV transmission. For this, TuMV and CaMV infected leaves on intact plants were 142 

wounded by superficial scratching with a razor blade before being employed in aphid 143 

transmission tests. Wounding stress increased transmission of TuMV significantly but 144 

decreased CaMV significantly (Figure 2C). ). The results indicate that stress response 145 

pathways might be involved in TA but affect transmission of TuMV and CaMV differently 146 

We showed in previous work that N-ethylmaleimide (NEM) inhibited transmission of TuMV 147 

(see accompanying manuscript) and that sodium azide activated transmission of CaMV, 148 

(Martinière et al., 2013), but the effect of these substances on the transmission of the 149 

respective other virus was not tested. Consequently, we tested the effect of NEM on CaMV 150 

transmission and that of azide on TuMV transmission. Because of the toxicity of the 151 

substances, we resorted to the protoplast system where exposure of aphids (and the 152 

experimenter) to the substances was minimized by confining them in the protoplast medium. 153 

This time differing effects were observed. Unlike TuMV transmission, NEM did not change 154 

CaMV transmission significantly (Figure 2D). This suggests that oxidation by formation of 155 

intermolecular or intramolecular cysteine bridges that are essential for TuMV transmission 156 

(see accompanying manuscript) are not important for CaMV transmission. Indeed, TuMV TA 157 

depends on cysteine-mediated oligomerization of the helper component HC-Pro that is 158 

thought to be the HC-Pro conformation able to interact with TuMV particles for formation of 159 

transmissible complexes (see accompanying manuscript). The CaMV helper component P2, 160 

on the other hand, does not contain any cysteine residues, ruling out a similar mechanism. 161 
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However, CaMV virion-associated P3 and the capsid protein contain cysteines, and the 162 

conformation of P3 has been suggested earlier to be controlled by an intermolecular cysteine 163 

ring (Hoh et al., 2010). Although it cannot be ruled out, our results do not indicate a role of 164 

this in CaMV transmission. 165 

Azide treatment that boosts CaMV transmission (Martinière et al., 2013) had the opposite 166 

effect on TuMV transmission, which it strongly inhibited (Figure 2E). The mode of action of 167 

azide on transmission is difficult to assess since it has pleiotropic effects on cells. It inhibits v-168 

type ATPases (Bowman et al., 1978), catalases, peroxidases and cytochrome oxidase, and 169 

thereby the generation of ATP and thus depletes cells of energy (reviewed in (Gruszka et al., 170 

2012). It can also complex with and inhibit other heavy metal containing enzymes, react with 171 

amines and many other diverse effects of azide are reported in the literature (Behrooz and 172 

Ismail-Beigi, 1998; Chen et al., 1998; Schoeffter et al., 1987). Therefore, we do not propose 173 

a mechanistic explanation of the effect of azide on TA of the two viruses. However, due to its 174 

opposing effects on TuMV and CaMV transmission, we conclude that this compound affects 175 

different steps in TA of the two viruses. 176 

Taken together, our analysis presents evidence that calcium and ROS are involved in TA of 177 

TuMV and CaMV. This indicates that TA might be triggered by the early steps of PAMP-178 

triggered immunity, when plant PRR receptors recognize PAMP and induce calcium 179 

signaling and ROS production that itself can also act as a signal. It is reasonable to assume 180 

that yet unidentified aphid-associated molecular patterns are recognized by likewise 181 

unknown PRR and induce calcium and ROS signals that are somehow ‘eavesdropped’ by 182 

TuMV and CaMV. Vincent and coworkers (Vincent et al., 2017) described calcium waves 183 

triggered by aphid punctures and presented evidence that the receptor kinase BAK1, one of 184 

the hubs linking various PRR with downstream events (Yasuda et al., 2017), is involved in 185 

this process. Interestingly, BAK1 had been identified before as being involved in aphid plant 186 

interactions (Prince et al., 2014). Thus, there is strong evidence for the existence of a PTI-187 

like aphid-triggered immunity (ATI). While we can speculate that it could be hijacked by some 188 

viruses to initiate TA, we cannot elaborate further, at this point, on how TuMV and CaMV 189 

intercept with it. They could use the same or different PRR (assuming there is more than one 190 

aphid elicitor) and downstream pathways, just as the highly conserved bacterial effectors 191 

flagellin and elongation factor Tu do. They could use the same or different PRR (assuming 192 

there is more than one aphid elicitor) and downstream pathways, just as the highly 193 

conserved bacterial effectors flagellin and elongation factor Tu do (Zipfel et al., 2006). It will 194 

be a challenge for the future to dissect ATI further and determine whether and how plant 195 

viruses interfere with it. 196 

Interestingly, wounding stress triggered TA of TuMV and inhibited TA of CaMV. This might 197 

indicate that the two viruses use different eliciting molecules for TA (with TuMV possibly not 198 
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hijacking an aphid-derived molecule but a plant-derived wound-induced damage-associated 199 

molecular pattern (DAMP). Alternatively, TuMV and CaMV TA diverge after the initial 200 

recognition event. Evidence for this might come from the fact that CaMV TA stays local 201 

(Martinière et al., 2013) whereas TuMV TA might propagate through the tissue, like 202 

wounding that provokes tissue-wide spread of signals and responses (Furch et al., 2010; 203 

Toyota et al., 2018). Interestingly, another TuMV protein, NIa-Pro, responds to aphid feeding 204 

not only at the feeding sites but also far away of them, indicative of signal propagation being 205 

intercepted by TuMV (Bak et al., 2017). While propagation of TA would explain increased 206 

TuMV transmission in wounded leaves, it does not explain decreased transmission from 207 

wounded CaMV-infected leaves, where no TA propagation takes place. One would rather 208 

expect no effect of wounding on CaMV TA. The simplest explanation is that volatiles emitted 209 

from the wounded tissue (Ameye et al., 2017) deterred aphids in both cases, but the 210 

subsequent drop in transmission was more than compensated by propagating TA of TuMV. 211 

Clearly, more research is needed to resolve these issues. 212 

NEM and azide treatments had different effects on TuMV and CaMV transmission. The most 213 

forward explanation is that the mechanisms of TA divert after the initial signaling event with 214 

each virus following its own pathway to TA. This is reasonable to assume because the 215 

phenology of TA is very different for the two viruses. HC-Pro of TuMV forms oxidized 216 

oligomers and subsequently interacts with virions, and CaMV helper component is released 217 

from transmission bodies to form P2-virion complexes on microtubules. As mentioned above, 218 

NEM could interfere with TuMV TA directly by inhibiting oxidation of HC-Pro, and CaMV TA 219 

might not depend on oxidation of components of the CaMV transmissible complex. The 220 

opposing effect of azide might indicate that TuMV TA is energy dependent, whereas energy 221 

depletion triggers TA of CaMV. It might be possible for CaMV, that maintaining P2 in 222 

transmission bodies and virions in virus factories during the “standby” state (see Figure 3) 223 

requires energy and energy depletion might result in dissolution of transmission bodies and 224 

escape of virions from virus factories. However, as mentioned above, azide has many effects 225 

and further research is needed to dissect TA of the two viruses. With the current data, a 226 

hypothetical model for TA of CaMV and TuMV is presented in Figure 3. 227 

Taken together, our data show that CaMV and TuMV TA share calcium and ROS signaling. 228 

An obvious question is whether other viruses use TA for their transmission and if yes 229 

whether TA of these viruses also depends on calcium and ROS. Another question is whether 230 

TA of CaMV and TuMV and of potential other viruses is triggered by the same aphid and/or 231 

plant derived molecules. The answer to these questions might show the way to new 232 

strategies to control both aphids and the viruses they transmit. 233 

 234 

Materials and methods 235 
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Plants, viruses and inoculation 236 

Turnip plants (Brassica rapa cv. Just Right) grown in a greenhouse at 24/15 °C day/night 237 

with a 14/10 h day/night photoperiod were used as virus hosts. Two-week-old plants were 238 

mechanically inoculated with wild-type TuMV strain UK1 (Jenner and Walsh, 1996) and with 239 

wild-type CaMV strain Cabb B-JI (Delseny and Hull, 1983), and later used for experiments at 240 

14 days post inoculation (dpi). 241 

 242 

Protoplast preparation 243 

Protoplasts from infected turnip leaves were obtained as described (Martinière et al., 2009). 244 

Briefly, infected leaves were soaked in 2.5 % diluted Domestos solution 245 

(http://www.unilever.com) for 3 min and washed with water. Then the leaves were incubated 246 

with cellulase R10 and 0.05 % macerozyme R10 (http://www.duchefa-biochemie.com) 247 

overnight, in the dark at 25 °C. The next day, protoplasts were filtered over one layer of 248 

Miracloth (http://www.merckmillipore.com) and washed 3 times with protoplast medium by 249 

centrifugation at 80 g in a swing-out rotor for 5 min. Protoplasts were resuspended in 250 

protoplast medium and transferred to 2 ml Eppendorf reaction tubes. Before the experiments, 251 

protoplasts were incubated at room temperature with 5 rpm agitation for 1 h to allow recovery 252 

from the protoplast preparation procedure, as reported (Martinière et al., 2013; Bak et al., 253 

2013). 254 

 255 

Drug and stress treatments 256 

Leaves on intact plants were wounded by inflicting cuts with a razor blade and immediately 257 

used for transmission tests. 10 mM H2O2 and LaCl3 in water was applied by spraying turnip 258 

leaves and waiting for 30 min until the leaves were dry. The negative control was spraying 259 

with water alone. For NEM treatment, 3 mM final NEM concentration was added from a 100 260 

mM stock solution to 500 µl of protoplasts suspension and the protoplasts were incubated for 261 

20 min before the experiments. NaN3 treatment was for 40 min with 0.02 % final NaN3 262 

concentration, added from a 10 % stock solution. Protoplasts were incubated at room 263 

temperature with slow agitation (5 rpm). After treatment, protoplast viability was determined 264 

as previously described (Widholm, 1972). 265 

 266 

Aphid transmission assays 267 

A non-viruliferous clonal Myzus persicae population was reared under controlled conditions 268 

(22/18 °C day/night with a photoperiod of 14/10 h day/night) on eggplant. The transmission 269 

tests using protoplasts and plants as virus source were performed essentially as described 270 

(Martinière et al., 2013). Briefly, apterous adult aphids were collected and starved for 1 h in 271 

metal cylinders sealed with stretched Parafilm M membranes (http://www.parafilm.com). For 272 
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transmission tests using protoplasts, the cylinders were placed under a light source to attract 273 

the aphids to the membrane. Then 500 µl protoplast suspension were deposited on the 274 

membrane and covered with a cover glass and aphids were allowed an acquisition access 275 

period of 15 min. For plant-to-plant transmission tests, aphids were transferred to a leaf on 276 

an infected turnip source plant for an acquisition access period of 2 min. Then 10 aphids 277 

(protoplast experiment) or 1 aphid (plant-to-plant assays) were transferred to each healthy 278 

turnip test plant (cotyledon stage with the first true leaves appearing) for a 4 h inoculation 279 

period. After that, aphids were killed by application of Pirimor G aphicide 280 

(http://www.certiseurope.fr). Infected plants were identified by visual inspection for symptoms 281 

3 weeks after inoculation. For one transmission test comprising 6 repetitions, 6 times 20 282 

plants were inoculated per condition from aphids having had acquisition access on six 283 

different cylinders (protoplast experiments) or three different source plants. Each test was 284 

repeated 3 times, with a total sum of 360 plants per condition. 285 

 286 

Statistical analysis 287 

Transmission rates were analyzed with generalized linear models (GLM). Quasi-binomial 288 

distributions were used in order to take overdispersion into account. For experiments 289 

involving various chemical treatments, the factors “treatment”, “date” and “manipulator” were 290 

used as explanatory variables. Statistical results are represented in the figures as box plots. 291 

The box plots were made with R 3.4.0 software. 292 
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Figure 1: Schemata of the transmissible complexes of TuMV and CaMV in the aphid 420 

vector. The TuMV transmissible complex is composed of the filamentous TuMV particle and 421 

the helper component HC-Pro (left), and the CaMV transmissible complex is composed of 422 

the icosahedric CaMV particle and the helper component P2. Both helper components 423 

contain a virion binding domain that interacts with the viral capsid and a vector binding 424 

domain that interacts with yet unidentified receptors on the cuticle lining the interior of the 425 

stylets, the proboscis-like mouthparts of aphids (shown to the left). The aphid is adapted from 426 

(Blanc et al., 2014). 427 

 428 

 429 

Figure 2: Effect of different treatments on aphid transmission of CaMV and TuMV. (A 430 

and B) Effect of the ROS H2O2 and the calcium channel blocker LaCl3 on plant-to-plant 431 

transmission of TuMV (A) and CaMV (B). Turnip leaves were sprayed with 10 mM H2O2 or 432 

LaCl3 solutions or water and incubated for 30 min before transmission tests. (C) Effect of 433 

wounding on plant-to-plant transmission of TuMV and CaMV. Turnip leaves were wounded 434 

by inflicting cuts with a razor blade and immediately used for transmission. (D) Effect of the 435 

thiol reducing agent NEM on protoplast-to-plant transmission of CaMV. Protoplasts were 436 

incubated with 3 mM NEM for 20 min before the transmission tests. (E) Effect of NaN3 on 437 
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protoplast-to-plant transmission of TuMV. Protoplasts were incubated with 0.02% NaN3 for 438 

40 min and then employed in transmission assays. For all transmission tests, means of 439 

infected test plants are calculated from a pool of three independent experiments in which a 440 

total of 360 tests plants were used per condition. Each condition was tested three times in 441 

independent experiments, using 6 repetitions for each condition and 20 tests plants per 442 

repetition. p designates p-values obtained in generalized linear models (see material and 443 

methods). Each graph shows medians and quartiles. The whiskers represent sample ranges. 444 

The open circles show the outlier samples. We verified that NEM and azide treatment of 445 

protoplasts did not change protoplast viability (Supplementary source file 1). The raw data of 446 

the transmission tests are presented in Supplementary source file 2). 447 

 448 

 449 

Figure 3. Comparison of CaMV and TuMV transmission activation. The left part of the 450 

schematized cell presents a TuMV-infected and the right part a CaMV-infected cell (adapted 451 

from (Martinière et al., 2013; Blanc et al., 2014)). (A) Before aphid arrival, infected cells are in 452 

an unstressed standby stage and the cytoplasmic redox potential has normal reducing 453 
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values (light green color of the cytoplasm). TuMV virions and HC-Pro are distributed evenly 454 

throughout the cytoplasm but cannot interact because HC-Pro is in its reduced conformation. 455 

CaMV virions are contained in virus factories and P2, together with P3, in transmission 456 

bodies. Thus, no or only few transmissible complexes are present. (B) Alighting aphids test 457 

plants by brief stylet punctures in leaf cells and inject saliva into the cytoplasm before 458 

aspiring some cell contents. Presumably, a saliva component or a DAMP bind to 459 

corresponding PRR(s) and trigger calcium and ROS signaling. Downstream events will 460 

eventually install plant defenses in a classical PTI reaction. The initial calcium waves and the 461 

accompanying ROS change the redox potential of the cytoplasm to increasingly oxidized 462 

values (green cytoplasm). HC-Pro becomes oxidized and forms oligomers via intermolecular 463 

sulfur bridges. For CaMV, the calcium signal and the redox change induce entry of tubulin in 464 

transmission bodies. The calcium channel blocker LaCl3 inhibits calcium signaling, and 465 

applying H2O2 mimics ROS generation, thus explaining their effects on TA. (C) When the 466 

cytoplasm is maximally oxidized (dark green cytoplasm) HC-Pro oligomers bind to TuMV 467 

virions to form TuMV transmissible complexes. The inhibitory action of NEM on TuMV 468 

transmission could be by inhibiting HC-Pro oligomerization. For CaMV, the oxidizing 469 

conditions induce dissociation of the transmission bodies. Free P2 binds to microtubules and 470 

virions, dispatched from the virus factories, join P2 and form CaMV transmissible complexes. 471 

Now TuMV and CaMV infected cells are in the transmission-activated stage and vectors 472 

acquire and transmit virus efficiently. How azide inhibits TuMV and boosts CaMV 473 

transmission, is unclear. TA of TuMV but not of CaMV might propagate in the tissue. (D) 474 

After aphid departure, the cytoplasmic redox potential returns to reducing values, TuMV and 475 

CaMV transmissible complexes dissociate and the cells return to the standby stage. 476 



3. Conclusion et perspectives

Les travaux présentés dans cet article nous ont permis d’identifier des voies 

communes intervenant dans la transmission du CaMV et du TuMV ainsi que d’autres voies, 

spécifiques pour chacun des deux virus. Cinq traitements ont été expérimentés en tests de 

transmission : H2O2, LaCl3, blessures des feuilles, NEM et NaN3. La présence de H2O2 dans les 

feuilles des plantes infectées par le CaMV et le TuMV a augmenté la transmission des deux 

virus. En revanche, en bloquant la signalisation calcique avec du LaCl3, la transmission a 

diminué. Ces deux réactifs ont donc le même effet sur la transmission du CaMV et du TuMV 

suggérant que leur transmission dépend des voies communes de signalisation ROS et 

calcique. Nos résultats indiquent également que certains processus de la transmission de ces 

deux virus sont différents puisque les blessures, le NEM et le NaN3 n’induisent pas les 

mêmes effets. Ainsi, il existe des étapes communes dans la transmission du CaMV et du 

TuMV, certainement suivies par des étapes spécifiques à chacun des deux virus. Les voies de 

signalisation communes précoces ouvrent la possibilité que l’éliciteur de l’AT du CaMV et du 

TuMV soit le même. Ceci apparaitrait logique puisque ces deux virus sont transmis par les 

mêmes pucerons vecteurs. La question de l’éliciteur est clef car cela démontrerait de 

manière directe que c’est bien le puceron qui déclenche l’AT du CaMV et du TuMV. Ce travail 

a été initié et sera détaillé le troisième chapitre de cette thèse.  
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1. Contexte et objectifs 

Le CaMV et le TuMV sont capables d’activer leur transmission. L’existence de ce 

phénomène indique que le virus peut se trouver sous une forme non transmissible ou sous 

une forme transmissible. Il existe un bénéfice très probable pour le virus de ne se trouver 

sous sa forme transmissible qu’en présence de son vecteur. En effet, les formes 

transmissibles ne sont pas nécessairement compatibles avec la réplication et le mouvement 

de cellule à cellule et longue distance. Le meilleur exemple en est certainement le CaMV où 

la protéine P3 qui décore la particule virale (Plisson et al., 2005) peut interagir avec P2 pour 

la transmission (Leh et al., 1999) et avec P1 pour le mouvement intraplante (Stavolone et al., 

2005). L’interaction de P3 avec P2 et P1 se produit exactement sur le même domaine 

peptidique de P3, ce qui illustre bien l’incompatibilité entre formes transmissibles et formes 

« colonisatrices » de la plante. Chez le TuMV, le HC-Pro est multifonctionnel (Maia et al., 

1996) et il est aussi aisé de concevoir que sa forme liée à la particule virale pour la 

transmission n’est certainement pas la forme qui assure toute les autres fonctions intra-

plante. Par exemple, la suppression de l’ARN interférence par HC-Pro est indépendante de la 

présence de la protéine de capside et de la particule virale (Ivanov et al., 2016). 

Le switch entre formes non-transmissible et transmissible, s’il s’opère précisément 

quand le vecteur est présent, doit être extrêmement rapide dans le cas des virus non-

circulants. Ceci implique qu’il y ait un évènement éliciteur induisant ce changement. Il serait 

intéressant d’identifier cet élément déclencheur qui peut être associé directement au 

vecteur ou indirectement à l’action de ce dernier sur la plante. Dans le cas du CaMV, le 

switch vers l’état transmissible pourrait être directement associé au vecteur. En effet, l’AT a 

été observée près des gaines salivaires de puceron (Martinière et al., 2013). La gaine 

salivaire est susceptible de contenir des protéines pouvant être perçues par la plante comme 

des éliciteurs (Cherqui et Tjallingii, 2000). Cette reconnaissance pourrait alerter la plante qui 

mettrait en place des mécanismes de défense et cette cascade serait captée par le virus pour 

induire l’AT. Dans le cas du TuMV, l’état transmissible n’a pu être corrélé directement à la 

présence du vecteur et l’identification d’un éliciteur serait la seule manière pour y parvenir. 

En effet, l’activation de sa transmission a été associée à la signalisation calcique et à la 

production de ROS et ces deux processus sont observés suite aux piqûres de pucerons 

(Zebelo et Maffei, 2015).  
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En fait, un certain nombre d’évènements s’enchainent suite à l’insertion des stylets du 

puceron dans la plante, et de nombreux facteurs sont des éliciteurs potentiels. Ces facteurs 

peuvent être issus de la plante (DAMPs), comme les composés libérés suite à l’altération de 

la paroi pectocellulosique. La dégradation de la paroi a lieu au moment où le puceron génère 

une forte pression mécanique en insérant ses stylets (Howe et Jander, 2008). L’éliciteur peut 

aussi être un composant de la salive gélifiante ou aqueuse du puceron (Cherqui et Tjallingii, 

2000). L’élicitation peut également être associée à des stress mécanique (mouvement des 

stylets) au niveau de la membrane plasmique, qui se manifesterait par son hyperpolarisation 

ou dépolarisation (Shimmen, 2005). 

Dans le cas du TuMV, quelle que soit la nature du ou des éliciteurs associés à 

l’alimentation du puceron, leur reconnaissance devrait générer la production des défenses 

de la plante puis induire l’AT du virus. Afin d’identifier l’éliciteur de l’AT du TuMV, nous 

avons testé l’effet de molécules candidates sur l’oligomérisation de HC-Pro en western blot, 

dont la mise en œuvre est beaucoup moins lourde que les tests de transmission. 

 

 

2. Stress de piqûre 

 

2.1. L’hypothèse de l’élicitation par la blessure 

Au moment où le puceron introduit ses pièces buccales dans les cellules d’une plante 

pour s’alimenter, il occasionne de légères blessures. Celles-ci peuvent activer des processus 

de défense de la plante (Howe et Jander, 2008). Des expériences ont donc été menées afin 

de déterminer si les blessures causées par les pucerons peuvent éliciter l’AT du TuMV. 

Dans un premier temps, une solution contenant des protoplastes de navets infectés 

par le TuMV a été mise en contact avec des pucerons. Lors de ce contact, les pucerons se 

sont nourris sur ces protoplastes et ont donc inséré leurs stylets, provoquant un stress 

mécanique (piqûre) et chimique (injection de salive). Après 5 à 20 min d’exposition aux 

pucerons, les protoplastes ont été récupérés afin d’évaluer en western blot si leur contact 

avec les pucerons avait induit la formation des oligomères de HC-Pro. Les résultats de cette 

expérience n’ont pas été concluants. Le monomère de la protéine est bien visible sur la 

membrane et l’est de plus en plus lorsque le contact avec les pucerons se prolonge (figure 
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10). Aux temps tardifs, on observe davantage de marquage au niveau de la taille où se 

forment les oligomères de HC-Pro. Comparé au traitement H2O2, les cinétiques de 

l’apparition des oligomères de HC-Pro sont tardives et leur ampleur plus faible. Une 

explication pourrait être que le nombre des piqûres dans les protoplastes est trop faible 

pour pouvoir détecter leur effet. Un artéfact possible est aussi à noter : chaque échantillon a 

été prélevé à différents points de temps à partir de la même solution de protoplastes. Ce 

choix a été privilégié afin de limiter les biais expérimentaux pouvant être liés à l’utilisation de 

différentes préparations de protoplastes. Il pourrait y avoir eu un stress artefactuel des 

protoplastes lié aux prélèvements successifs : (i) soulever la lamelle de verre pour avoir 

accès à la solution de protoplastes, (ii) aspirer la solution de protoplastes, et (iii) replacer la 

lamelle de verre. Ces manipulations pourraient provoquer à elles seules une faible formation 

d’oligomères de HC-Pro. En résumé, cette expérience ne nous a pas permis de conclure que 

le contact de cellules infectées par le TuMV avec les pucerons pouvait générer les formes 

oligomériques de HC-Pro. Cependant, les résultats présentés dans l’article 2 du chapitre 2 de 

la thèse montrent que les blessures infligées aux feuilles de navet infectées par le TuMV 

augmentent fortement la transmission du virus par les pucerons. Cette réponse suggère que 

des éléments liés à la blessure sont susceptibles d’être des éliciteurs et d’activer la 

transmission du TuMV. 

 
 

Figure 10 : Effet de la durée de contact des pucerons avec une solution de protoplastes sur l’oligomérisation 

de HC-Pro. Des protoplastes infectés par le TuMV ont été traités comme indiqué, puis analysés par Western 

blot après SDS-PAGE. Les échantillons ont été lysés dans un tampon ne contenant pas d’agents réducteurs afin 
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de conserver les ponts disulfures. Les différents temps de contact des protoplastes avec des pucerons n’ont pas 

montré l’induction suffisante d’oligomères de HC-Pro. La coloration de la RuBisCO (Rub) au rouge de Ponceau 

montre que la même quantité d’échantillon a été déposée dans tous les puits. Le marqueur de taille et les 

masses moléculaires en kDa figurent à gauche de la membrane.  

 

2.2. L’hypothèse de l’élicitation par les acides galacturoniques 

Les résultats présentés dans la partie précédente ne permettent pas de détecter des 

modifications de l’état d’oligomérisation de HC-Pro lorsque les pucerons se nourrissent sur 

des protoplastes infectés. Mais il s’agit là de cellules végétales dépourvues de parois. Or, 

lorsque le puceron insère ses stylets dans une plante, il génère une cassure au niveau de la 

paroi. Cette dernière est composée de fibres de cellulose et de molécules de pectine. La 

structure des pectines est formée par un squelette d’acides galacturoniques qui peuvent 

être perçus par la cellule végétale (Jin et West, 1984 ; Vorhölter et al., 2012). Des études ont 

pu mettre en évidence que leur reconnaissance activait les voies de signalisation calcique 

(Navazio et al., 2002) ainsi que la production de ROS (Bellincampi et al., 2000). L’AT du TuMV 

est associée à la signalisation calcique ainsi qu’à la présence de ROS dans les cellules, et les 

acides galacturoniques sont donc de bons candidats en tant qu’éliciteurs. 

Deux types d’acides galacturoniques ont été testés sur des protoplastes de navets 

infectés par le TuMV : le polygalacturonic acid et le D-(+)-galacturonic acid monohydrate. Ces 

deux molécules ont été testées à différentes concentrations et à différents temps 

d’incubation. Ensuite, l’effet de ces deux traitements sur la formation des oligomères de HC-

Pro a été analysé par western blot. Les résultats ont montré que le D-(+)-galacturonic acid 

monohydrate n’induisait pas la formation d’oligomères de HC-Pro quelle que soit la 

concentration et le temps d’incubation (figure 11A). En revanche, l’oligomérisation de HC-

Pro est visible après l’ajout de polygalacturonic acid. Le degré de l’oligomérisation dépendait 

du temps d’incubation et de la concentration qui était maximale à 5 min et 100 µg/mL 

(figure 11B). Ces données indiquent que la reconnaissance des acides polygalacturoniques 

par la plante pourrait déclencher la TA du TuMV. Néanmoins, cette hypothèse reste à 

confirmer avec des expériences complémentaires. Des tests de transmission permettraient 

de vérifier si l’ajout d’acides polygalacturoniques augmente la transmission et des tests 

d’interaction protéine-protéine permettraient de vérifier si les interactions CP/HC-Pro 

seraient également favorisées. 

122



Ce type d’élicitation n’est cependant pas spécifique du vecteur puisqu’il est engendré 

suite à la dégradation de la paroi. Celle-ci peut être endommagée lors de piqûres du vecteur 

mais également lors d’attaques par d’autres agents pathogènes et lors de stress abiotiques. 

Hormis des candidats éliciteurs issus de la détérioration de la paroi végétale, d’autres 

candidats éliciteurs, plus spécifiques du vecteur, pourraient être identifiés dans les 

sécrétions buccales des vecteurs. 

 

 

Figure 11 : Effet des acides galacturoniques sur l’oligomérisation de HC-Pro. Des protoplastes infectés par le 

TuMV ont été traités comme indiqué, puis analysés par Western blot après SDS-PAGE. Les échantillons ont été 

lysés dans un tampon ne contenant pas d’agents réducteurs afin de conserver les ponts disulfures. (A) 

L’incubation des protoplastes avec le D-(+)-Galacturonic acid monohydrate n’a pas montré la génération des 

oligomères de HC-Pro, quel que soit le temps d’incubation et la concentration du réactif. (B) L’incubation des 

protoplastes avec le Polygalacturonic acid a montré l’induction des oligomères de HC-Pro après 5 min 

d’incubation pour les concentrations 50 et 100 µg/mL. H2O2, traitement avec 2 mM H2O2 pendant 5 min. La 

coloration de la RuBisCO (Rub) au rouge de Ponceau montre que la même quantité d’échantillon a été déposée 

dans tous les puits. Le marqueur de taille et les masses moléculaires en kDa figurent à gauche de chaque 

membrane.  
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3. Stress lié à la salive du puceron 

Lorsqu’un puceron pique les parties aériennes d’une plante pour se nourrir, il y 

introduit ses stylets et sécrète de la salive. Les pucerons produisent deux types de salives : la 

salive aqueuse et la salive gélifiante. La salive aqueuse est injectée lors des ponctions du 

puceron et joue une part importante dans le contournement des premières lignes de 

défense de la cellule végétale. La salive gélifiante polymérise immédiatement après son 

éjection et forme une gaine protectrice autour des stylets. Cette gaine salivaire limite le 

contact direct des stylets avec la plante et facilite leur progression vers les tissus profonds. 

Chaque salive contient des protéines telles que des enzymes digestives, enzymes de 

dégradation de la paroi, protéases, peroxydases (Cherqui et Tjallingii, 2000 ; Miles, 1999 ; 

Walling, 2009 ; Will et al., 2007). Remarquablement, la salive contient aussi des pectinases 

qui aident à la dégradation de la paroi végétale et donc à la libération d’acides 

galacturoniques qui peuvent être reconnus et éliciter les défenses de la plante de manière 

indirecte. Dans le cas du CaMV, Martinière et al. (2013) ont relevé la présence des formes 

virales transmissibles au contact direct des gaines salivaires des pucerons. Cet exemple 

conforte la forte probabilité qu’un éliciteur se trouve dans les salives du puceron.  

En vue de confirmer cette hypothèse, de la salive liquide et de la salive gélifiante ont 

été récupérées à partir de pucerons M. persicae. Pour cela, les pucerons ont été placés dans 

un anneau sur lequel étaient placées deux couches de parafilm® contenant une solution 

nutritive (voir la composition en annexe 2). Pour s’alimenter, les pucerons insèrent leurs 

stylets à travers la première couche de parafilm® et sécrètent leur salive liquide dans le 

milieu nutritif tandis que leur salive gélifiante reste piégée dans la première couche de 

parafilm®. Une fois récupérées et concentrées selon les protocoles décrits par Cherqui and 

Tjallingii (2000) et Harmel et al., (2008), les deux types de salives ont été ajoutés 

séparément, ou ensemble, dans une solution de protoplastes de navets infectés par le 

TuMV. Afin d’identifier si leurs présences généraient la formation des oligomères de HC-Pro, 

les échantillons ont été analysés en western blot. Les résultats de cette expérience n’ont pas 

montrés l’induction des oligomères de HC-Pro après incubation des différents types de 

salives (figure 12). Ces données n’indiquent pas que la salive ne contient pas de protéines 

élicitrices des formes oligomériques de HC-Pro. Peut-être que les échantillons de salive n’ont 

pas été suffisamment concentrés, ou que leur extraction et/ou leur concentration a 
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partiellement dégradé les protéines qu’ils contenaient. En effet, nous avons pu noter une 

coloration brunâtre des extraits salivaires après leur concentration, signe d’une probable 

oxydation.  

 

 

Figure 12 : Effet de la salive liquide et des gaines salivaires sur l’oligomérisation de HC-Pro. Des protoplastes 

infectés par le TuMV ont été traités comme indiqué, puis analysés par Western blot après SDS-PAGE. Les 

échantillons ont été lysés dans un tampon ne contenant pas d’agents réducteurs afin de conserver les ponts 

disulfures. La présence de salive liquide et de gaines salivaires de pucerons dans les protoplastes infectés par le 

TuMV n’a pas induit la formation des oligomères de HC-Pro. H2O2, traitement avec 2 mM H2O2 pendant 5 min ; 

Salive concentrée, traitement avec 10 µL de salive concentrée entre 2 et 3 µg/µL pendant 5 minutes ; 

Surnageant salive, traitement avec 10 µL de surnageant issu de la concentration de salive pendant 5 minutes ; 

Salive non concentrée, traitement avec 10 µL de salive non concentrée pendant 5 minutes ; Gaines salivaires, 

traitement avec 10 µL de tampon mannitol contenant les gaines salivaires après centrifugation pendant 5 

minutes ; Surnageant gaines, traitement avec 10 µL de surnageant issu de la concentration des gaines pendant 

5 minutes ; Milieu artificiel, traitement avec 10 µL de milieu artificiel pour pucerons pendant 5 minutes. La 

coloration de la RuBisCO (Rub) au rouge de Ponceau montre que la même quantité d’échantillon a été déposée 

dans tous les puits. Le marqueur de taille et les masses moléculaires en kDa figurent à gauche de la membrane. 

Le protocole de préparation des différentes salives est décrit dans la section Matériel et Méthodes.  

 

En complément de cette expérience, des extraits totaux de pucerons ont également 

été préparés à partir de pucerons M. persicae. Ces extraits ont été filtrés afin de purifier et 

concentrer les molécules qu’ils contiennent. Deux fractions de molécules ont ainsi été 

obtenues : des molécules < 10kDa et des molécules > 10kDa. Ces deux fractions ont ensuite 
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été ajoutées à des protoplastes de navets infectés par le TuMV et testés en western blot 

pour vérifier le profil d’oligomères de HC-Pro. Aucune des deux fractions n’a induit la 

formation des oligomères de HC-Pro (figure 13). Tout comme l’expérience précédemment 

énoncée, ces données ne signifient pas qu’il n’y a pas d’éliciteurs des formes oligomériques 

de HC-Pro dans les extraits de pucerons. Le mode de préparation de ces extraits n’a peut-

être pas permis de conserver les molécules dans un état fonctionnel, en quantités 

suffisantes, ou alors les fractions contenaient des inhibiteurs. 

 

 
 

Figure 13 : Effet d’extraits totaux de pucerons sur l’oligomérisation de HC-Pro. Des protoplastes infectés par 

le TuMV ont été traités comme indiqué, puis analysés par Western blot après SDS-PAGE. Les échantillons ont 

été lysés dans un tampon ne contenant pas d’agents réducteurs afin de conserver les ponts disulfures. La 

présence de fractions de pucerons dans les protoplastes infectés par le TuMV n’a pas induit la formation des 

oligomères de HC-Pro. H2O2, traitement avec 2 mM H2O2 pendant 5 min ; < 10kDa, traitement avec 10 µL de 

broyat-filtrat de pucerons inférieur à 10kDa ; > 10kDa, traitement avec 10 µL de broyat-filtrat de pucerons 

supérieur à 10kDa ; Extraits totaux, traitement avec 10 µL d’extraits totaux de pucerons. La coloration de la 

RuBisCO (Rub) au rouge de Ponceau montre que la même quantité d’échantillon a été déposée dans tous les 

puits. Le marqueur de taille et les masses moléculaires en kDa figurent à gauche de la membrane.  

 

Une expérience « avec a priori » a été réalisée pour tenter de relier directement la 

formation des oligomères de HC-Pro au vecteur. Des plantes transgéniques d’A. thaliana 

exprimant soit la protéine Myzus persicae 1 (Mp1), soit la protéine Myzus persicae 2 (Mp2) 

de M. persicae ont été utilisées pour tester leur impact sur l’induction des oligomères de HC-
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Pro. Pour y parvenir, des extraits de ces plantes ont été ajoutés à des protoplastes de navets 

infectés par le TuMV et la caractérisation des oligomères de HC-Pro a été réalisée par 

western blot. Bien que nous ayons observé la formation d’oligomères en présence des 

mutants, le même résultat est observable en présence du clone sauvage Col0 n’exprimant 

pas les deux protéines Mp1 et Mp2 (figure 14). Dans ces conditions expérimentales, les 

protéines Mp1 et Mp2 ne sont pas des éliciteurs des formes oligomériques de HC-Pro et 

donc de l’AT du TuMV.  

 

 

 

Figure 14 : Effet de Mp1 et Mp2 sur l’oligomérisation de HC-Pro. Des protoplastes infectés par le TuMV ont 

été traités comme indiqué, puis analysés par Western blot après SDS-PAGE. Les échantillons ont été lysés dans 

un tampon ne contenant pas d’agents réducteurs afin de conserver les ponts disulfures. La présence d’extraits 

d’A. thaliana exprimant les protéines Mp1 et Mp2 dans les protoplastes infectés par le TuMV n’induit pas la 

formation des oligomères de HC-Pro. H2O2, traitement avec 2 mM H2O2 pendant 5 min ; Mp1, traitement avec 

10 µL d’extraits d’A. thaliana exprimant la protéine Myzus persicae 1 ; Mp2, traitement avec 10 µL d’extraits 

d’A. thaliana exprimant la protéine Myzus persicae 2 ; Col0, traitement avec 10 µL d’extraits d’A. thaliana 

sauvage pendant 5 min. La coloration de la RuBisCO (Rub) au rouge de Ponceau montre que la même quantité 

d’échantillon a été déposée dans tous les puits. Le marqueur de taille et les masses moléculaires en kDa 

figurent à gauche de la membrane.  

 

 

4. Stress de la membrane plasmique 

De nombreux travaux de recherche ont relié l’identification d’éliciteurs de réponses 

des plantes à des modifications de la membrane plasmique des cellules végétales. En effet, 
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le premier événement dans l’élicitation est souvent un changement du potentiel électrique 

de cette membrane. Ces modifications peuvent survenir suite à la libération d’ions K+ que la 

plante pourrait percevoir lorsqu’elle est blessée (Shimmen, 2005). La membrane plasmique 

peut ainsi se retrouver dépolarisée, hyperpolarisée ou encore subir un choc osmotique. La 

dépolarisation de la membrane plasmique est liée à l’entrée d’ions positifs dans la cellule 

végétale. L’hyperpolarisation de la membrane plasmique correspond à l’entrée d’ions 

négatifs dans la cellule végétale. Le choc osmotique équivaut à une dérégulation des 

pressions des deux côtés de la membrane et conduit souvent à sa rupture. Ces différences 

de potentiel entre l’extérieur d’une cellule et le milieu intracellulaire sont issues d’échanges 

d’ions de part et d’autre de la membrane. Parmi ces ions, on retrouve les Ca2+. Beaucoup 

d’études ont pu établir un lien entre la signalisation calcique, la production de ROS et la 

dépolarisation (Martos et al., 2015 ; Mithöfer et al., 2005 ; Pugin et al., 1997), 

l’hyperpolarisation (Klüsener et al., 2002 ; Rossard et al., 2006) et le choc osmotique (Kopp 

et al., 1983). L’AT du TuMV étant liée à la signalisation calcique et à la production de ROS, 

ces différents types de modification de la membrane cellulaire en font de bons candidats 

pouvant être impliqués dans l’élicitation de l’AT du TuMV.  

Afin de mimer des modifications de la membrane plasmique, différentes 

concentrations de chlorure de potassium (KCl), rapportées dans la littérature mentionnée ci-

dessus, dépolarisant, hyperpolarisant ou générant un choc osmotique ont été ajoutées à des 

protoplastes de navets infectés par le TuMV. Ensuite, nous avons testé si ces stress 

pouvaient générer les oligomères de HC-Pro en réalisant des western blot. Les résultats de 

ces analyses ont montré que les différentes concentrations de KCl testées à des temps 

d’incubation différents ne généraient pas la formation des oligomères de HC-Pro, 

contrairement au témoin positif incubé avec du H2O2 (figure 15). Ces données suggèrent que 

l’induction d’un stress de la membrane plasmique ne permettrait pas de générer les 

oligomères de HC-Pro et donc d’activer la transmission du TuMV dans les conditions testées. 

Cependant, il se pourrait que d’autres ions participant aux échanges à travers la membrane 

plasmique n’aient pas le même effet que K+. 
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Figure 15 : Effet de modifications de la membrane plasmique sur l’oligomérisation de HC-Pro. Des 

protoplastes infectés par le TuMV ont été traités comme indiqué, puis analysés par Western blot après SDS-

PAGE. Les échantillons ont été lysés dans un tampon ne contenant pas d’agents réducteurs afin de conserver 

les ponts disulfures. Les variations de polarisation des membranes plasmiques sur les protoplastes infectés par 

le TuMV ne montrent pas la formation des oligomères de HC-Pro. H2O2, traitement avec 2 mM H2O2 pendant 5 

min ; 0.1 mM de KCl, dépolarisation de la membrane plasmique ; 100 mM de KCl, hyperpolarisation de la 

membrane plasmique ; 500 mM de KCl, choc osmotique. La coloration de la RuBisCO (Rub) au rouge de 

Ponceau montre que la même quantité d’échantillon a été déposée dans tous les puits. Le marqueur de taille 

et les masses moléculaires en kDa figurent à gauche de chaque membrane.  

 

 

5. Conclusion et perspectives 

Les différentes conditions qui ont été testées n’ont pas permis d’associer directement 

la présence du puceron à la formation des oligomères de HC-Pro. L’extraction des protéines 

de pucerons est difficile à mettre au point du fait de la fragilité des protéines extraites 

pouvant être oxydées ou dégradées. Malgré nos résultats négatifs, il reste donc possible que 

des protéines du puceron puissent être reconnues par la plante et déclenchent les voies de 

signalisation et de défense qui activent la transmission du TuMV. De nombreuses études ont 

mis en évidence le fait que des protéines du puceron engendrent des mécanismes de 

signalisation et de défense (Cherqui et Tjallingii, 2000 ; Miles, 1999 ; Walling, 2009 ; Will et 

al., 2007). De même, la présence de formes transmissibles du CaMV a été observée près de 
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gaines salivaires de puceron (Martinière et al., 2013), ce qui suggère qu’une ou plusieurs 

protéines issues de la gaine ont pu éliciter l’AT du CaMV. 

Même si aucun lien direct n’a pu être établi entre la présence du puceron et la mise en 

place de l’AT du TuMV, certains résultats suggèrent un lien indirect entre eux. Nos résultats 

ont montré qu’il y a une forte augmentation de la transmission du TuMV lorsque la plante 

était blessée et que la formation d’oligomères de HC-Pro est induite en présence d’acides 

polygalacturoniques. Ces observations sont compatibles avec l’hypothèse qu’à la suite d’une 

blessure infligée par le puceron, des acides polygalacturoniques sont libérés et reconnus par 

la plante, générant des mécanismes de défense dans la cellule qui pourraient induire l’AT du 

TuMV. Cependant, d’autres preuves restent à fournir pour confirmer cette hypothèse, 

comme la réalisation de tests de transmission par vecteurs ou encore la détection des 

interactions CP/HC-Pro en présence d’acides polygalacturoniques. 
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Le principal objectif de ma thèse était d’acquérir de nouvelles connaissances sur le 

déroulement du processus de transmission des potyvirus par les pucerons. Pour atteindre ce 

but, je me suis appuyée sur les travaux de thèse d’Alexandre Martinière (2008) et d’Aurélie 

Bak (2013) qui portaient sur la transmission du CaMV. Leurs recherches ont mis en évidence 

la capacité du CaMV de passer d’une forme non transmissible à une forme transmissible en 

présence du puceron. Ainsi, jusqu’à cette découverte, l’acquisition des virus non circulants 

(comme le CaMV et le TuMV, étudié ici) par leur vecteur était souvent considérée comme ne 

nécessitant aucuns préalables particuliers, comme résultant du prélèvement du virus par le 

vecteur lors de l’ingestion du contenu cellulaire des plantes infectées, un « comportement 

passif » de la part du virus. A présent, nous savons qu‘au moins un virus non circulant, le 

CaMV, est capable de produire des formes transmissibles spécifiques précisément au 

moment et au lieu ou le puceron s’alimente sur la plante hôte. L’acquisition de ce virus n’est 

donc pas « passive » mais résulte de mécanismes cellulaires et moléculaires qui représentent 

une adaptation virale très sophistiquée qui maximise les chances de transmission. Ce 

phénomène a été dénommé « activation de la transmission » (Drucker et Then, 2015). A 

partir de ces données, nous avons émis l’hypothèse que d’autres, sinon tous les virus, 

étaient susceptibles eux aussi d’utiliser cette stratégie pour leur acquisition et transmission 

par le puceron, une hypothèse que nous avons choisi de vérifier chez le potyvirus. 

 

Dans le premier chapitre de ma thèse, j’ai mis en évidence que le potyvirus TuMV 

génère lui aussi des formes transmissibles après application de certains stress et que ceci 

corrèle avec une transmission accrue. En effet, j’ai identifié deux réponses de la plante 

impliquées dans la signalisation et la défense contre les agents pathogènes qui induisaient 

les formes transmissibles du TuMV. Il s’agit de la production de ROS et de la signalisation 

calcique. En présence de ROS, la transmission du TuMV par les pucerons augmente 

fortement et à l’inverse, lorsque la signalisation calcique est bloquée, sa transmission est 

fortement réduite. Ces résultats sont corrélés avec la présence/absence d’oligomères par 

ponts disulfures du facteur assistant HC-Pro et de son association ou non avec la CP. De ce 

fait, les formes transmissibles du TuMV et sa transmission coïncident avec la présence de 

ROS dans l’environnement cellulaire au moment de l’acquisition par le puceron. Les ROS 

sont connues pour modifier le potentiel d’oxydoréduction conduisant à la réduction des 

groupements thiols des cystéines, ce qui est probablement la cause de l’apparition des 
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oligomères par création de ponts disulfures. Ce nouveau résultat et ces informations ont 

soulevé la question suivante : quelles sont les cystéines impliquées dans la formation des 

oligomères par ponts disulfures de HC-Pro ? Afin de répondre à cette nouvelle question, les 

quinze cystéines présentes dans la protéine HC-Pro du TuMV étudié ont été mutées et 

testées. Compte tenu des nombreux rôles qu’occupe cette protéine dans le cycle viral, la 

moitié des mutations engendrées ont rendu le virus non infectieux et n’ont donc pas pu être 

testées. En plus de la multifonctionnalité de HC-Pro, la possibilité que plusieurs cystéines 

soient impliquées dans la formation des oligomères de HC-Pro font qu’aucune cystéine n’a 

pu être identifiée avec certitude comme étant directement impliquée dans la formation de 

ces oligomères et donc dans l’AT. 

Le deuxième chapitre de ma thèse reprend les connaissances acquises sur l’AT du 

CaMV et du TuMV afin de les comparer. Celles-ci montrent que le CaMV et le TuMV utilisent 

des stratégies similaires pour aider à leur acquisition par le vecteur. Dans les deux cas, l’AT 

est caractérisée par la formation de complexes transmissibles dans les cellules infectées, 

facilitant l’acquisition du virus par le puceron. En revanche, le mode de formation de ces 

complexes transmissibles varie énormément. Alors que la formation des complexes 

transmissibles du TuMV semble régulée par la formation d’oligomères par ponts disulfures 

de HC-Pro, rendant HC-Pro capable d’interagir avec la CP dans le cytosol, la formation des 

complexes transmissibles du CaMV est initiée par la relocalisation de P2 et des virions sur les 

microtubules où ils vont interagir grâce à leur proximité et possiblement grâce à 

l’accessibilité des sites d’interaction lorsque P2 n’est plus stockée dans le corps à 

transmission et que les virions sont libérés des usines virales. Donc, dans le cas du TuMV, il 

semble exister seulement une séparation « structurale » qui empêche la formation des 

complexes transmissibles dans les cellules non stressées, lorsque HC-Pro n’a pas de ponts 

disulfures intermoléculaires, et dans le cas du CaMV, on a une séparation spatiale des 

composants du complexe transmissible. A partir de ces informations, j’ai testé différents 

réactifs affectant des processus cellulaires et moléculaires rencontrés dans la mise en place 

de réponses de défense de la plante sur la transmission de ces deux virus. Les résultats de 

ces expériences ont montré que la transmission du CaMV et du TuMV dépend de la 

production de ROS, qui augmente la transmission par pucerons des deux virus, et de la 

signalisation calcique qui, lorsqu’elle est bloquée, diminue la transmission des deux virus. 

Mes résultats ont également mis en évidence que certaines étapes de leur transmission 
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étaient différentes car certains réactifs ont des effets opposés sur la transmission des deux 

virus. Grâce à ces nouvelles données, on pourrait imaginer qu'une première étape de 

signalisation médiée par les ROS et le calcium est commune pour l’AT du CaMV et du TuMV. 

En revanche, la ou les étape(s) suivante(s) de l’AT seraient différentes entre les deux virus. 

Cette seconde partie du processus d’AT pourrait certainement être spécifique pour chaque 

virus.  

J’ai tenté d’identifier un ou plusieurs éliciteur(s) de l’AT du TuMV dans le troisième 

chapitre de ma thèse. Les différentes expériences que j’ai réalisées, ainsi que les recherches 

bibliographiques, ne m’ont pas permis d’identifier avec certitude un éliciteur de l’AT du 

TuMV mais m’ont permis d’avoir une idée de la nature des éliciteurs pouvant y être 

impliqués. Les pistes les plus prometteuses étaient les résultats obtenus avec la blessure des 

feuilles qui a fortement augmenté la transmission et l’incubation des protoplastes avec 

l’acide polygalacturonique, un constituant de la paroi cellulaire et éliciteur des réponses 

contre d’autres agents pathogènes (Bellincampi et al., 2000 ; Navazio et al., 2002) qui a 

induit des oligomères de HC-Pro. Ces résultats suggèreraient qu’un DAMP serait à l’origine 

de l’AT du TuMV. Cependant, ces résultats restent à confirmer avec des expériences 

complémentaires telles que des tests de transmission ainsi que des tests d’interaction HC-

Pro/CP en présence d’acide polygalacturonique. Ces expériences permettraient de vérifier si 

la présence de ces oligomères est corrélée avec une augmentation de la transmission par 

pucerons et avec l’augmentation des interactions HC-Pro/CP. Tous les autres candidats 

éliciteurs testés n’ont eu aucun d’effet sur l’oligomérisation de HC-Pro, ce qui n’exclue pas 

pour autant qu’un composant du puceron ne soit pas éliciteur de l’AT du TuMV mais que des 

contraintes techniques nous aient empêchées de les identifier. 

  

Pour conclure, les ROS et la signalisation calcique sont importants dans la perception 

précoce des parasites, y compris les insectes (Zebelo et Maffei, 2015) et plus récemment, 

des études ont mis en évidence que les piqûres de pucerons induisaient une élévation rapide 

du calcium autour des sites d'alimentation (Vincent et al., 2017). Étant donné que les ROS et 

la signalisation calcique sont souvent interconnectés (Lachaud et al., 2011), l'AT du TuMV 

détourne probablement au moins une de ces voies de signalisation précoces. L'événement 

initial de déclenchement de ce processus reste inconnu, comme pour le CaMV. Il pourrait 

s'agir d'un effet direct des ROS contenus dans la salive du puceron ou de peroxydases 
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productrices de ROS (Miles, 1999) qui sont injectées dans les cellules au cours de l'activité 

d'alimentation.  

 

Certains microorganismes pathogènes se préparent à leur acquisition par un vecteur 

en optimisant la production de formes transmissibles spécialisées. Celle-ci est induite suite 

aux signaux environnementaux, provenant de l'hôte et/ou du vecteur lui-même, qui 

indiquent la présence du vecteur. Ce processus est déjà connu et caractérisé pour quelques 

microorganismes pathogènes, comme certaines bactéries parasitaires et certains 

métazoaires, qui utilisent des formes spécifiques pour leur transmission (Matthews, 2011). 

Ainsi, les microorganismes pathogènes n'évitent pas simplement l'immunité de l'hôte 

jusqu'à ce qu'un vecteur les détecte, mais utilisent des mécanismes de détection de 

l'environnement et de régulation du développement extrêmement sensibles pour assurer 

leur transmission.  

Ces formes de développement spécialisées pour la transmission n'ont été envisagées 

et étudiées que plus tard pour les virus. Le cas des baculovirus, famille de virus spécifique 

aux arthropodes, met en évidence une forme non transmissible du virus, des particules 

virales qui assurent la dissémination au sein de l’organisme infecté, ainsi qu’une forme 

transmissible, les virions, occlus dans des polyèdres qui assurent la dissémination 

horizontale du baculovirus au sein des populations d’insectes (Braunagel and Summers, 2007 

; Harrison et Hoover, 2012 ; Rohrmann, 2013). Dans la forme transmissible, le rôle des 

polyèdres est de protéger les particules virales dans une matrice cristalline robuste au 

sein des cellules infectées après leur libération dans l’environnement. Lorsque les polyèdres 

sont ingérés par un nouvel hôte, les cristaux se dissolvent rapidement et libèrent ainsi les 

particules infectieuses à l’origine d’un nouveau cycle viral. Un autre exemple, celui du virus 

de la fièvre catarrhale du mouton, Bluetongue virus (BTV), montre également le passage 

d’une forme non transmissible à une forme transmissible en présence de son vecteur. En 

effet, ce virus est transmis par des culicoïdes, un genre de mouche, qui ne survit pas à faibles 

températures et est donc incapable de propager le virus en période hivernale. Cependant, la 

maladie générée par ce virus est à nouveau observée après les périodes hivernales, 

suggérant une capacité du virus à « hiverner ». Lorsque les culicoïdes réapparaissent et se 

nourrissent à nouveau sur leur hôte, l'inflammation qu'elles produisent aux sites 

d'alimentation recrute des lymphocytes qui interagissent avec les fibroblastes ce qui 
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convertit l'infection latente du virus en une forme lytique. Cela se traduit par une 

augmentation de la réplication du BTV qui est ensuite modifié par des protéases 

inflammatoires, puis génère le virus infectieux et augmente ainsi la probabilité d’être acquis 

par les mouches vectrices (Takamatsu et al., 2004).  

Ces deux exemples s’apparentent au phénomène d’AT décrit pour le CaMV (Bak et al., 

2013 ; Martinière et al., 2013) et à l’AT du TuMV décrit dans cette thèse. L’ensemble de ces 

données illustrent la capacité de certains virus à réagir de manière adaptée au stress de leur 

hôte suite à l’alimentation des vecteurs. Ces avancées ouvrent de nouveaux défis pour 

l'avenir comme l'identification des signaux et des voies de signalisation exploités par ces 

virus pour activer leur transmission. De plus, elles soulèvent de nouvelles interrogations 

comme : l’AT peut-elle être généralisée à d’autres virus ? Si tel est le cas, quel serait la 

diversité des moyens moléculaires et cellulaires que les virus pourraient utiliser en fonction 

du type de relation qu'ils entretiennent avec leurs vecteurs et leurs hôtes ? Par exemple, 

pour les virus de plante, on pourrait imaginer que ceux infectant tous les tissus de l'hôte, 

facilement accessibles aux insectes vecteurs et généralement acquis lors des premières 

étapes d'alimentation, utiliseraient des processus rapides pour activer leur transmission. 

C'est le cas des virus non-circulants, comme le CaMV et le TuMV, qui nécessitent des 

mécanismes rapides comme la production de ROS et la signalisation calcique, pour activer 

leur transmission. En revanche, les virus qui infectent des tissus végétaux spécifiques, moins 

accessibles aux insectes vecteurs et généralement plus longs à être acquis, utiliseraient des 

processus plus longs pour activer leur transmission. Cela pourrait être le cas pour les virus 

circulants qui génèreraient leur forme transmissible suite à la mise en place de voies de 

signalisation plus lentes comme la signalisation via les phytohormones. Tous les processus 

qui seront découverts à l'avenir seront essentiels pour le développement de nouvelles 

stratégies de contrôle des virus, en ciblant les voies de l'hôte jusqu'à présent insoupçonnées 

et ainsi avoir un impact sur la transmission virale. 
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1. Réalisation des mutants cystéines 

 

1.1. QuickChange® et Q5® 

Les substitutions des cystéines en sérines dans HC-Pro ont été générées dans le 

plasmide infectieux pCambia-Tunos codant pour la souche UK1 du TuMV (Cotton et al., 

2009). Les substitutions ont été réalisées en utilisant le kit de mutagénèse dirigée 

QuikChange® (agilent.com) et le kit de mutagenèse dirigée Q5® (neb.com) avec les amorces 

listées dans le tableau 3, en suivant les instructions du fabricant. 

 

Nom du 

mutant 
Position Amorces Kit 

C14S acide aminé 14 
Fw : 5'-ATGCGAGAAAGCTTCTGTCGAAGCCTTTCCAGAAGT-3' 

Rev : 5'-ACTTCTGGAAAGGCTTCGACAGAAGCTTTCTCGCAT-3' 
QuickChange

®
 

C27S acide aminé 27 
Fw : 5'-GAGCATACATCATATTCAGGGCTAGATG-3' 

Rev : 5'-GCGATTGTCACTACGGTATG-3' 
Q5

®
 

C36S acide aminé 36 
Fw : 5'-GCCACCTCGCCGCTCTCAGTGACATCT-3' 

Rev : 5'-AGATGTCACTGAGAGCGGCGAGGTGGC-3' 
QuickChange

®
 

C44S acide aminé 44 
Fw : 5'-GGGAACATAGCCAAACTCATCAGTGCTGCCACC-3' 

Rev : 5'-GGTGGCAGCACTGATGAGTTTGGCTATGTTCCC-3' 
QuickChange

®
 

C50S acide aminé 50 
Fw : 5'-TATGTTCCCATCCGGAAAGATAAC-3' 

Rev : 5'-GCCAAACACATCAGTGCTG-3' 
Q5

®
 

C55S acide aminé 55 
Fw : 5'-AAAGATAACCTCCCCTGACTGTGTAAC-3' 

Rev : 5'-CCGCATGGGAACATAGCC-3' 
Q5

®
 

C58S acide aminé 58 
Fw : 5'-CTGCCCTGACTCTGTAACAGATAG-3' 

Rev : 5'-GTTATCTTTCCGCATGGG-3' 
Q5

®
 

C197S acide aminé 197 
Fw : 5'-CACATCAACCCAACACTAATGAGTGACAACCAGCTCGATAG-3' 

Rev : 5'-CTATCGAGCTGGTTGTCACTCATTAGTGTTGGGTTGATGTG-3' 
QuickChange

®
 

C280S acide aminé 280 
Fw : 5'-CATACCCAGTAACAGTCGAGAGTGTGAGCAAGTTACAGGGTG-3' 

Rev : 5'-CACCCTGTAACTTGCTCACACTCTCGACTGTTACTGGGTATG-3' 
QuickChange

®
 

C292S acide aminé 292 
Fw : 5'-CGTCCATGCATCTTGTTGTGTCAC-3' 

Rev : 5'-AAGTCACCCTGTAACTTG-3' 
Q5

®
 

C293S acide aminé 293 
Fw : 5'-CCATGCATGTTCTTGTGTCACAAC-3' 

Rev : 5'-ACGAAGTCACCCTGTAAC-3' 
Q5

®
 

C294S acide aminé 294 
Fw : 5'-TGCATGTTGTTCTGTCACAACAGAATC-3' 

Rev : 5'-TGGACGAAGTCACCCTGT-3' 
Q5

®
 

C344S acide aminé 344 
Fw : 5'-AGAAGGTTATTCTTACATCAATATCTTCC-3' 

Rev : 5'-TTCGCTATGTACATTTTATTCTC-3' 
Q5

®
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C389S acide aminé 389 
Fw : 5'-AGCAACCGCTTCTTATTTCCTGAAAG-3' 

Rev : 5'-ACATCTAACAGAGTGGGC-3' 
Q5

®
 

C446S acide aminé 446 
Fw : 5'-ATTCACGAGATCTAATTTGGAGTCAAG-3' 

Rev : 5'-TTGATGAGTTGTTCCACAG-3' 
Q5

®
 

 

Tableau 3. Liste des oligonucléotides utilisés pour obtenir les mutants cystéine sur la protéine HC-Pro de la 

souche UK1 du TuMV. Chaque mutant correspond à la substitution d'une cystéine en sérine aux positions 

indiquées nommées CpositionS. Les amorces listées correspondent à celles utilisées pour obtenir les 

substitutions. Fw : amorce forward ; Rev : amorce reverse. 

 

Les différents mutants ont ensuite été introduits par thermotransformation dans des 

cellules d’Escherichia coli compétentes DH5α. 5 µL des produits de ligation de chaque 

construction ont été ajoutés à 50 µL de cellules compétentes. Le mélange a été placé 30 

minutes dans la glace, puis 30 secondes au bain-marie à 42°C avant d’être à nouveau placé 

dans la glace pendant 5 minutes. Ensuite, 1 mL de milieu LB a été ajouté et le mélange a été 

incubé sous agitation à 37°C pendant une heure. La transformation a été étalée sur milieu LB 

agar, contenant l’antibiotique kanamycine à 50 mg/mL, et incubée à 37°C toute une nuit 

avant l’obtention de colonies contenant les plasmides. 

 

1.2. Purification des plasmides 

Chaque mutant a été purifié en partant d’une préculture liquide de 5 mL à 37°C sur 

une nuit. A partir de ces précultures, des cultures liquides de 100 mL à 37°C ont été lancées 

sur une nuit. Ces cultures ont été utilisées pour purifier les mutants à partir du kit de 

Promega PureYield™ Plasmid Maxiprep System en suivant les instructions du fabricant. 

 

1.3. Biolistique 

L’inoculation par biolistique est une technique de transfection de cellules par 

projection de microbilles d’or recouvertes d’ADN exogène à la cellule. Cette méthode 

permet d’initier une infection virale dans une plante hôte à partir d’un clone infectieux et 

dans le cas présent, de déclencher l’infection virale des mutants cystéines sur des plants de 

navets. 

Le protocole de biolistique présenté a été mis au point et rédigé par Agnès Delaunay 

(UMR BGPI). 25 mg de microbilles d’or de diamètre 1 µm sont pesées, puis 100 µL de 
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spermidine à 0,05 M y sont ajoutés. Ensuite, le mélange est soniqué à 50-60 Hz sur 

l’amplitude 40 pendant 3 secondes. 50 µL de solution plasmidique à 100 µg sont ajoutés au 

mélange, suivi de 100 µL de CaCl2 1 M froid au goutte à goutte. La solution est incubée 

pendant 10 min à température ambiante puis centrifugée pendant 5 à 10 sec à 12 000 rpm. 

Après ces étapes, le culot de billes est lavé avec trois rinçages successifs d’1 mL d’éthanol 

absolu froid puis la solution est centrifugée 5 sec à 12 000 rpm et le dernier rinçage est 

éliminé. Une fois que le plasmide a bien été précipité sur les billes d’or, celles-ci sont 

resuspendues progressivement dans une solution de 3 mL d’éthanol absolu froid avec 7,5 µL 

de PVP à 20 mg/mL, par fraction de 200µL. La solution est conservée dans la glace le temps 

de préparer les cartouches. Pour ce faire, les tubes Tetzel sont rincés trois fois avec de 

l’éthanol absolu avant de prélever à l’aide d’une seringue la solution de billes contenant le 

plasmide. Le tube est ensuite placé sur la station puis les billes sont laissées 2 min avant de 

retirer délicatement la solution par aspiration. Pour que les billes se répartissent sur toute 

l’épaisseur du tube, une rotation du tube à 180° est réalisée pendant 10 sec puis la rotation 

continue est enclenchée pendant 30 secondes. En suivant, un flux d’azote est déclenché 

pendant 5 minutes aux paramètres 3 au détenteur et entre 3 et 4 sur l’entrée de la station. 

Les cartouches recouvertes de billes et de plasmide peuvent être découpées en fragments 

de longueur définie sur le tube. Les cartouches sont ensuite insérées dans un barillet et 

l’ensemble est assemblé sur l’appareil (Helios Gene Gun System) raccordé à un flux d’hélium. 

Les plantes utilisées pour la biolistique sont de jeunes navets au stade cotylédons âgés de 5 à 

7 jours. Ces derniers sont placés sous le canon du pistolet d’inoculation et l’hélium dégagé 

propulse les billes d’or dans les cellules pour initier l’infection. Les symptômes des différents 

mutants sont visibles 5 à 10 jours plus tard. La conservation des mutations sur les plantes 

infectées après biolistique a été contrôlée par séquençage. 

 

1.4. Extraction d’ARN, RT-PCR et qPCR 

Les ARN totaux ont été extraits à partir d'échantillons de trois disques de feuilles 

collectés pour chaque plante infectée par la souche UK1 du TuMV et les différents mutants. 

Le kit RNeasy (qiagen.com) a été utilisé pour les extractions d’ARN en suivant les instructions 

du fabricant avant la synthèse de l'ADNc. 

Pour la synthèse d'ADNc simple brin, 1 µg d'ARN total précédemment extrait a été 

utilisé avec 0,4 μL d'une amorce reverse spécifique du gène d’intérêt TuMV à 25 µM 
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(Tu8907-R : 5'-TTTCCCTCTTCTTGTGCAACATCC-3’), 0,4 µL d’une amorce reverse spécifique du 

gène de ménage Actine à 25 µM (R-ActBra : 5'-GATCTCTTTGCTCATACGGTCTG-3') et la 

reverse transcriptase Avian Myeloblastosis Virus (AMV) (kit Promega) conformément aux 

instructions du fabricant. En suivant, le produit de RT a été dilué au 1/10 avant l'analyse par 

qPCR. 

Les quantifications d'ADN ont été effectuées en duplicat par PCR quantitative en temps 

réel (qPCR) dans des plaques de 384 puits en utilisant le kit LightCycler® FastStart DNA 

MasterPLUS SYBR Green I (lifescience.roche.com) dans un thermocycleur LightCycler 480 

(lifescience.roche.com), en suivant les instructions du fabricant. Des amorces spécifiques 

pour l’amplification du TuMV : Tu8767-F : 5'-AACGCTTGATGCAGGTTTGAC-3' et Tu8907-R ont 

été utilisés à une concentration finale de 0,3 μM. Toutes les réactions de qPCR ont été 

réalisées avec 40 cycles (95°C pendant 15 sec, 62°C pendant 15 sec et 72°C pendant 15 sec) 

après une étape initiale à 95°C pendant 10 min. Les données de qPCR ont été analysées avec 

le programme PCR LinReg pour prendre en compte l'efficacité de chaque réaction de PCR. La 

concentration virale initiale absolue est exprimée en unités de fluorescence arbitraire : N0 

TuMV. Celle-ci a été divisée par la concentration du gène Actine de la plante hôte obtenu 

avec les amorces R-ActBra et F-Act2 : 5'-GACYTBTAYGGTAACATTGTGCTC-3', afin de 

normaliser la quantité de matériel végétal analysée dans tous les échantillons.  

 

1.5. Analyses statistiques 

Les résultats de qPCR (N0) ont été analysés comme suit. Premièrement, les valeurs de 

N0 correspondant à la quantification des amplifications des gènes viraux ont été normalisées 

par le N0 d'un gène de ménage. Ces rapports N0 virus / N0 gène de ménage ont été 

transformés en log afin de linéariser les données. Ensuite, celles-ci ont été analysées avec 

des modèles linéaires en utilisant les facteurs catégoriels mutants et date comme variables 

explicatives. 
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2. Pucerons 

 

2.1. Synchronisation des pucerons 

Les pucerons M. persicae ont été synchronisés sur la face abaxiale de feuilles de navets 

immobilisées dans de la gélose 1%. Puis, 100 à 200 pucerons adultes ont été ajoutés dans la 

boîte puis celle-ci a été placée à une température de 22°C jour avec une photopériode de 14 

heures de jour et 10 heures de nuit pendant 24 heures. Après ce délai, les pucerons adultes 

ont été retirés de l’élevage pour ne conserver que les jeunes pucerons. Ces derniers vont 

être utilisés pour la récolte de la salive entre 3 et 5 jours. 

 

2.2. Récolte de la salive liquide et des gaines de pucerons 

Environ 7000 pucerons ont été collectés et placés dans des anneaux en PVC recouverts 

d’un Parafilm® nettoyé à l’alcool 70% et bien étiré. Ensuite, 15 à 20 µL de milieu artificiel 

(annexe 2) ont été déposés à la surface du Parafilm® puis un deuxième Parafilm® a été 

ajouté afin de répandre le liquide (figure 16A). Les anneaux contenant les pucerons ont été 

placés dans les mêmes conditions que celles de l’élevage, pour une période de 24 heures, 

avant de collecter la salive et les gaines. La salive liquide a été récupérée en pipetant le 

milieu artificiel contenu entre les deux couches de parafilm® et les gaines salivaires ont été 

récupérées en grattant la première couche de Parafilm® à l’aide d’un cône de pipette et 

d’une solution de mannitol (figure 16B). Plus précisément, la récolte de la salive liquide et 

des gaines de pucerons s’est faite selon la procédure indiquée par Cherqui et Tjallingii, 2000. 
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Figure 16. Récolte de la salive des pucerons. (A) Le dispositif de montage pour récupérer la salive liquide et les 

gaines de pucerons est constitué d’un anneau de PVC avec deux couches de parafilm contenant le milieu 

artificiel. (B) Les pucerons sont ensuite placés à l’intérieur de l’anneau et laissés à saliver pendant 24 heures 

avant de récupérer séparément la salive liquide et les gaines salivaires. 

 

2.3. Concentration de la salive liquide des pucerons 

La salive liquide des pucerons obtenue a été concentrée à l’aide d’une colonne 

Amicon® Ultra 4 Millipore de 50 mL qui retient les protéines de 3 kDa et plus 

(merckmillipore.com) (De Vos et Jander, 2009 ; Prince et al., 2014). 15 mL de milieu artificiel 

contenant la salive liquide ont été placés dans la colonne et centrifugés à 4000 g à 4°C 

pendant 4h30. Au cours de la centrifugation, le milieu artificiel contenant la salive a pu être 

filtré au travers du filtre contenu dans la colonne et un volume de 750 µL a pu être récupéré. 

2 mL de tampon MES 1 M ont été ajoutés au volume récupéré afin de ne pas affecter la 

viabilité des protoplastes. Le mélange milieu artificiel avec salive + tampon MES a été 

centrifugé à 4000 g à 4°C pendant 2h15 et un volume de 250 µL a pu être récupéré. La 

quantité de protéines contenues dans l’échantillon final a été mesurée au NanoDrop™ 

Milieu
artificiel

Anneau
PVC

Parafilm®
A

24 heures
après

Collecte de la
salive liquide

Collecte des
gaines salivaires

B
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(A280) et une valeur de 3,7 µg/µL a été obtenue. Celle-ci a également été dosée par la 

méthode de Bradford et une valeur de 2,3 µg/µL a été obtenue. La salive liquide concentrée 

ainsi obtenue a été utilisée pour le traitement des protoplastes en l’ajoutant directement à 

la solution de protoplastes. 

 

2.4. Préparation des protéines et extraits totaux de pucerons 

Pour extraire les protéines de pucerons, 10 mg de pucerons M. persicae (tous stades 

confondus sauf le stade ailé) ont été pesés. Les pucerons ont été placés dans un tube de 2 

mL avec deux billes, puis dans l’azote liquide, avant d’être broyés. Ensuite, 1,2 mL d’eau et 

300 µL de tampon à 0,2 M de phosphate de potassium pH 6,8 ont été ajoutés dans le tube et 

vortexés avec les pucerons broyés. 200 µL ont été prélevés et utilisés comme traitement 

extraits totaux de pucerons sur les protoplastes. Le tube a été centrifugé à 12 000 g à 4°C 

pendant 15 minutes et le surnageant a été récupéré. 500 µL de surnageant ont été placés 

dans une colonne Amicon® Ultra 0,5 mL qui retient les protéines de 10 kDa et plus 

(merckmillipore.com) puis centrifugés à 12 000 g à 4°C pendant 10 minutes. Le surnageant 

issu de la centrifugation contenant les protéines des pucerons ayant un poids inférieur à 10 

kDa a été conservé et utilisé comme traitement en l’ajoutant directement aux protoplastes. 

La colonne a ensuite été retournée afin de récupérer les protéines des pucerons de poids 

supérieur à 10 kDa. L’échantillon a été centrifugé à 12 000 g à 4°C pendant 2 minutes puis 

300 µL de tampon phosphate de potassium pH 6,8 ont été ajoutés. La fraction obtenue a été 

utilisée comme traitement en l’ajoutant directement aux protoplastes.  

Un échantillon de 10 µL des trois solutions obtenus (extraits totaux, protéines < 10 kDa 

et protéines > 10 kDa de pucerons) a été chargé sur gel SDS-PAGE puis, après migration des 

protéines, le gel a été coloré au bleu de Coomassie afin de visualiser les protéines contenues 

dans les échantillons (figure 17). Pour ce faire, le gel a été incubé dans le bleu de Coomassie 

(45% méthanol, 10% acide acétique, 2,5 g/L de Bleu de Coomassie R250) pendant une heure 

sous agitation. Ensuite, le gel a été décoloré avec deux rinçages dans une solution de 

décoloration (45% méthanol, 10% acide acétique). 
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Figure 17. Protéines contenues dans les extraits de pucerons. Les protéines du gel ont été colorées avec du 

bleu de Coomassie. De nombreuses protéines de tailles variant entre 10 et 170 kDa sont observées dans 

l’échantillon d’extraits totaux de pucerons. Aucune protéine n’est observée dans le puit contenant les 

protéines de taille inférieure à 10 kDa et les mêmes protéines que celles trouvées dans l’échantillon d’extraits 

totaux, mais en quantités moins importantes, sont observées dans le puit contenant les protéines de taille 

supérieure à 10 kDa. Extraits totaux, extraits totaux de pucerons M. persicae ; < 10 kDa, protéines de pucerons 

M. persicae de taille inférieure à 10 kDa ; > 10 kDa, protéines de pucerons M. persicae de taille supérieure à 10 

kDa. 

 

 

3. Traitement des protoplastes 

 

3.1. Stress de piqûre 

Le stress mécanique de contact avec les pucerons a été réalisé sur des protoplastes de 

feuilles de navets infectés par la souche UK1 du TuMV. 300 µL de protoplastes ont été placés 

entre une couche de Parafilm® et une lamelle de verre sur un anneau de cuivre contenant 

plusieurs dizaines de pucerons. Ces derniers insèrent leurs stylets à travers la membrane de 

Parafilm® pour atteindre et piquer les protoplastes, ce qui génère le stress de piqûre. Les 

protoplastes sont ensuite récupérés à l’aide d’une pipette en soulevant la lamelle de verre. 

La ponction de la membrane plasmique suite à l’introduction des stylets de pucerons 

dans les cellules végétales (stress de piqûre) libère des protéines pouvant éliciter les 

mécanismes de signalisation et de défenses de la plante. Parmi ces protéines, on retrouve 
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les acides galacturoniques. L’action de ces derniers a été testée sur des protoplastes de 

feuilles de navets infectés par la souche UK1 du TuMV. Deux types d’acides galacturoniques 

ont été ajoutés à 500 µL de protoplastes : le Polygalacturonic acid et le D-(+)-Galacturonic 

acid monohydrate (sigmaaldrich.com). Ces deux acides galacturoniques ont été ajoutés aux 

concentrations de 50 µg/mL, 100 µg/mL et 200 µg/mL (Denoux et al., 2008) et incubés dans 

les protoplastes pendant 30 secondes, une minute et cinq minutes sous faible agitation (5 

tr/min). 

 

3.2. Stress de puceron 

Les stress de puceron qui ont été appliqués ont eu comme objectif de déclencher les 

réactions de signalisation et de défense de la plante suite à la reconnaissance d’une ou 

plusieurs protéine(s) du puceron. Ces expériences ont tout d’abord été effectuées à partir de 

la salive liquide et des gaines salivaires du puceron M. persicae récupérées comme décrit 

dans les parties 2.2. et 2.3. du matériel et méthode. 10 µL de salive liquide et/ou de gaines 

salivaires ont été ajoutés à 500 µL de protoplastes de feuilles de navets infectés par le TuMV 

et l’incubation était de cinq minutes sous faible agitation (5 tr/min). Le stress de puceron a 

également été testé à partir de protéines et d’extraits totaux du puceron M. persicae comme 

décrit dans la partie 2.4. du matériel et méthodes. 10 µL de protéines ou d’extraits totaux 

ont été ajoutés à 500 µL de protoplastes et les traitements ont été incubés pendant 30 

secondes, une minute et cinq minutes sous faible agitation (5 tr/min). Enfin, un dernier 

stress de puceron a été testé, il s’agit de l’incubation des protéines Mp1 et Mp2 du puceron 

M. persicae. Mp1 et Mp2 ont été récupérées à partir de plantes A. thaliana qui expriment 

ces deux protéines. Trois plantules âgées d’un mois ont été broyées dans de l’azote liquide 

puis resuspendues dans 300 µL de tampon de protoplastation (0,5 M de mannitol, 10 mM de 

MES pH 5,6 et 1 mM de CaCl2). Les échantillons ont ensuite été centrifugés à 16 000 g 

pendant 10 minutes puis les surnageants ont été récupérés et utilisés pour les stress 

chimiques. 10 µL du surnageant des extraits d’A. thaliana Mp1 ou d’A. thaliana Mp2 ont été 

ajoutés à 500 µL de protoplastes et incubés pendant 30 secondes, une minute et cinq 

minutes sous faible agitation (5 tr/min). 
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3.3. Stress de la membrane plasmique 

Les stress appliqués sur la membrane plasmique ont été réalisés avec du KCl à 

différentes concentrations. Pour générer un stress de dépolarisation de la membrane 

plasmique, une concentration finale de 0,1 mM de KCl a été ajoutée aux protoplastes de 

navets infectés par le TuMV. Pour obtenir un stress d’hyperpolarisation de la membrane 

plasmique, une concentration finale de 100 mM de KCl a été ajoutée aux protoplastes. Pour 

produire un choc osmotique de la membrane plasmique, une concentration finale de 500 

mM de KCl a été ajoutée aux protoplastes. Tous les traitements ont été incubés dans les 

protoplastes pendant 30 secondes, une minute et cinq minutes sous faible agitation (5 

tr/min).  

 

 

4. Protéomique SDS/PAGE et western blot 

 

4.1. SDS-PAGE 

Les échantillons ont été préparés à partir de protoplastes de navets infectés par la 

souche UK1 du TuMV ou des différents mutants. Après la durée de leur traitement, 20 µL de 

protoplastes sont prélevés et le traitement est arrêté par l’ajout de 20 µL de tampon 

Laemmli sans β-mercaptoéthanol (4% de SDS, 100 mM de Tris pH 6,8, 50% de glycérol et 

0,02% de bleu de bromophénol). Les différents échantillons sont ensuite chargés sur des gels 

SDS-PAGE (polyacrylamide dodécylsulfate de sodium) à 10% d’acrylamide pour le gel de 

séparation et 6% pour le gel de tassement (Laemmli, 1970). L’électrophorèse s’effectue dans 

un tampon de migration (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0,1% SDS) et avec un courant 

électrique de 25 mA par gel. Après leur migration, les protéines sont transférées du gel sur 

une membrane de nitrocellulose dans un appareil de transfert semi-sec EBU 4000 (C.B.S. 

Scientific) avec du tampon de transfert (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% méthanol). 

L’ampérage est de 400 mA. L’efficacité du transfert est vérifiée par coloration des protéines 

sur la membrane avec du rouge de Ponceau S (5% d’acide acétique, 1% rouge Ponceau S). 

Celle-ci permet également d’avoir un témoin de charge pour chacun des échantillons. La 

coloration se fait en moins d’une minute et la décoloration est réalisée par un bain dans du 

tampon TS (20 mM Tris, 200 mM NaCl, pH 7,4).  
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4.2. Western blot 

Après transfert des protéines sur la membrane de nitrocellulose, celle-ci est incubée 

sous agitation pendant une heure dans du TS-lait (tampon TS avec 5% de lait écrémé en 

poudre) pour éviter les interactions non spécifiques entre la membrane et les anticorps. Une 

fois saturée, la membrane est incubée en présence de l’anticorps primaire anti HC-Pro lapin, 

ou anti CP lapin, dilué au millième dans du TS-lait pendant une heure à 37°C ou sur la nuit à 

4°C. Ensuite, la membrane est rincée trois fois avec du TS et est incubée en présence de 

l’anticorps secondaire couplé à la phosphatase alkaline dilué au deux-millième dans du TS-

lait pendant une heure à 37°C ou sur la nuit à 4°C. La membrane est à nouveau rincée trois 

fois avec du TS. La révélation des protéines se fait par réaction enzymatique avec un tampon 

de révélation (100 mM Tris, 50 mM MgCl2, 100 mM NaCl, pH 9,5), du NBT (Nitro-Blue 

Tetrazolium chloride) et du BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyl phosphate P-toluidine salt). 

Les bandes sont révélées en quelques minutes puis la réaction est stoppée avec de l’eau. 
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Annexe 1. Alignement de 56 séquences de HC-Pro. L’alignement met en évidence la conservation de sept 

cystéines dans l’ensemble de ces séquences : en positions 55, 58, 197, 280, 292, 294 et 344 sur la séquence du 

TuMV. L’alignement a été réalisé sur http://multalin.toulouse.inra.fr/. 
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Annexe 2. Préparation du milieu artificiel pour pucerons. Chacune des vitamines listées dans le tableau est 

pesée, puis 300 mL d’eau et 5 mg de Riboflavine y sont ajoutés. Ensuite, les acides aminés, 20 g de saccharose 

et les métaux sont pesés, puis 40 mL d’eau ainsi que 20 mL du mélange de vitamines y sont ajoutés. La 

dissolution de l’ensemble des composants avec un agitateur magnétique prend au moins 3 heures. Le pH est 
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ensuite ajusté à 7 avec du KOH, puis 250 mg de KH2PO4 sont ajoutés et le pH est à nouveau ajusté avec du KOH 

ou du NaOH pour atteindre 7,5. Le milieu artificiel peut ensuite être stocké à -20°C jusqu’à plusieurs mois avant 

utilisation. Le protocole de préparation de ce milieu artificiel a été fourni par Anas Cherqui (Université de 

Picardie Jules Verne). 
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Abstract 

Many plant viruses are transmitted in non-circulative manner by hemipteran vectors, often 

aphids. This transmission mode spreads viruses very quickly from one host to another and 

thereby causes countless damage on many crops of agronomic interest. Currently, the lack 

of knowledge about their transmission process is a hindrance to the development of 

effective control methods. Recently, results have shown that the model virus, Cauliflower 

mosaic virus (CaMV, genus Caulimovirus), responds to the arrival of aphid vectors by 

forming, at this time and reversibly, virus transmissible complexes, obligatory for the 

acquisition by the aphid. This extraordinary phenomenon called "transmission activation 

(TA)" controls the virus acquisition and thus its transmission. It’s a major discovery in non-

circulative transmission and opens many research perspectives including expanding this 

phenomenon to other viruses to see if TA is a widespread phenomenon in the viruses 

propagation. 

Having this in mind, we are interested to study a virus unrelated to CaMV, Turnip mosaic 

virus (TuMV), a Potyvirus, also transmitted by aphids. The TuMV transmission depends on 

the direct interaction of the virus particle and the viral helper component protease (HC-Pro). 

Indeed, HC-Pro must form with the virus particle a transmissible complex, the only form of 

virus that can be acquired by the vector. Our results show that TuMV uses TA and that its TA 

depends on the presence of reactive oxygen species (ROS) and on calcium signaling. TuMV 

TA is correlated with the formation of HC-Pro disulfide bond mediated oligomers and the 

formation of HC-Pro transmissible complexes HC-Pro/viral particle in plant cells. Our 

pharmacological analysis showed that CaMV TA also depends on the presence of ROS and 

calcium signaling. These two signaling pathways are therefore involved presumably in the 

early stages of CaMV and TuMV TA. Experiments with other compounds have shown that 

the following steps of TA are different for the two viruses. A search for elicitors of the TA has 

been initiated but has not been successful yet. 

These results provide evidence of the existence of TA for a second genus of non-circulative 

virus, suggesting that this might be a general transmission mode. These new data open, from 

an applied point of view, new perspectives for control strategies, aimed at specifically 

interrupting the TA process. 

Keywords : non-circulative virus, transmission activation, helper component, aphid 



Résumé 

Beaucoup de virus de plante sont transmis selon le mode non-circulant par vecteurs 

hémiptères, souvent des pucerons. Ce mode de propagation répand les virus très 

rapidement d’un hôte à l’autre, ce qui cause d’innombrables dégâts sur de nombreuses 

cultures d'intérêt agronomique. Actuellement, le manque de connaissances sur leur 

processus de transmission constitue un frein pour le développement de méthodes de lutte 

efficaces. Récemment, des résultats ont montré qu’un virus modèle, le Cauliflower mosaic 

virus (CaMV, genre Caulimovirus), répond à l'arrivée de son vecteur puceron en formant, à 

ce moment précis et de manière réversible, des complexes transmissibles du virus, 

obligatoire pour son acquisition par le puceron. Ce phénomène extraordinaire nommé « 

activation de la transmission (AT) » contrôle l’acquisition du virus et donc sa transmission. Il 

constitue une découverte majeure pour la transmission non-circulante et ouvre de 

nombreuses perspectives de recherche dont celle d’élargir ce phénomène à d'autres virus

pour savoir si l’AT est un phénomène généralisé dans la propagation des virus. 

Dans cette optique, nous nous sommes intéressés à un virus non apparenté au CaMV, le 

Turnip mosaic virus (TuMV), un Potyvirus, également transmis par pucerons. La transmission 

du TuMV dépend de l’interaction directe de la particule virale et de la protéine virale facteur 

assistant de la transmission (HC-Pro). En effet, HC-Pro doit former avec la particule un 

complexe transmissible, seule forme du virus pouvant être acquis par le vecteur. Nos 

résultats montrent que le TuMV utilise l’AT et qu’elle est dépendante de la présence 

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de la signalisation calcique. L’AT du TuMV est 

corrélée avec la formation d’oligomères par ponts disulfures de HC-Pro et avec la formation 

des complexes transmissibles HC-Pro/particules virales dans les cellules végétales. Notre 

analyse pharmacologique a montré que l’AT du CaMV dépendait également de la présence 

des ROS et de la signalisation calcique. Ces deux voies de signalisation sont donc impliquées 

dans les étapes présumées précoces de l’AT du CaMV et du TuMV. Des expériences avec 

d’autres composés ont mis en évidence que les étapes suivantes de l’AT sont différentes 

pour les deux virus. Une recherche d’éliciteurs de l’AT a été initiée mais n’a pour l’instant pas 

permis d’en identifier un. 

Ces résultats ont mis en évidence l’existence de l’AT pour un deuxième genre de virus non-

circulant, suggérant qu’il pourrait s’agir d’un mode de transmission général. Ces nouvelles 

données ouvrent, d’un point de vu appliqué, de nouvelles perspectives pour les stratégies de 

lutte, visant à interrompre spécifiquement le processus de l’AT. 

Mots clés : virus non-circulant, activation de la transmission, facteur assistant, puceron 
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