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15 septembre 1997 - 30 juin 1999 : Séjour dans le groupe de recherche d’Andy Maule, du 

département de Virologie, au Centre John Innes, Norwich, Angleterre. 
 
Octobre 1996 - Août 1997 : Attaché Temporaire à l'Enseignement et à la Recherche 
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E N C A D R E M E N T D 'E TU D I A N T S /  P O S T D O C S 
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• Enseignement depuis l’année universitaire 2003-2004 au niveau du Master Recherche 
2ième année (Sciences de la vie, mention Biologie Santé, spécialité « Biologie et 
Biotechnologie des plantes », UE interaction plante-pathogène et épidémiologie) de 
l’Université Bordeaux2 : 2 heures de TD/an (3h à compter de la rentrée 2007) sur les 
gènes de résistance R. 
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• Participation régulière depuis 2004 au jury du Master Recherche 1ère et 2ième année 
(Sciences de la vie, mention Biologie Santé, spécialité Microbiologie (de 2004 à 
2007) et spécialité Biologie et Biotechnologie des plantes (depuis 2007)) de 
l’Université Bordeaux2 pour l’épreuve de soutenance du mémoire bibliographique 
(1er semestre) et du stage de recherche (2ième semestre).  

• Participation en tant que « professionnel » aux jurys d’examen du BTS « Bioanalyses 
et contrôles » pour des épreuves de TP de 2006 à 2008. 

• Participation en 1999 à l’organisation d’un module d’enseignement de Biologie 
Moléculaire organisée par la formation permanente du centre INRA de Bordeaux 
(environ 50 heures): préparation et encadrement de travaux pratiques et intervention 
de 2 heures dans un module théorique. 

PR O D U C TI O N  S C I E N TI F I Q U E  
 

Depuis 1994 : 16 publications dans revues à comité de lecture , 457 citations, h = 10 (au 
15 août 2009) 

• Revues à comité de lecture : 16 articles 

• Revues sans comité de lecture : 8 articles 

• Revues de vulgarisation : 0 articles 

• Chapitres d’ouvrage : 7 

• Communications invitées : 1 

• Communication à des congrès (au 15 août 2009): 72 (35 communications orales et 38 
posters) dont 21 par F. Revers (12 posters, 9 communications orales) 
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RESPONSABILITES AU SEIN DU LABORATOIRE 

• Agent chargé de la prévention (ACP) de janvier 2000 à décembre 2006 de l'équipe de 
Virologie. Participation à un groupe de travail sur les risques chimiques sur le centre 
INRA de Bordeaux (production d'une plaquette en septembre 2002) 

• Animateur  d’un groupe de travail sur la prévention du risque incendie à l'Institut de 
Biologie Végétale Moléculaire (dont fait partie l'UMR GDPP) de 2000 à 2007. 

• Responsable des commandes "équipement" de l'équipe de Virologie et gestion des 
réparations d’équipements. 

• Pilote du processus « Gestion des ressources humaines » dans le cas de la mise en 
œuvre de la démarche qualité pour la gestion de l’utilisation et du fonctionnement de 
la serre S3 du centre INRA de Bordeaux gérée par l’équipe de virologie. 

• Membre élu au conseil de service (corps des chercheurs) de l’UMR GDPP depuis 
janvier 2007. 

• Animation d’un groupe (1 MC, 1 IE, 2 TR) et Encadrement direct d’un TR (Luc 
Sofer depuis mai 2006) et d’un IE (Patrick Cosson depuis février 2006) et co-
encadrement d’un TR (Mélodie Bousquet depuis septembre 2008). 
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COORDINATION DE PROJET 

• Co-animateur du projet  « Modifications de la régulation du génome consécutives à 
l'infection par un Potyvirus : Etude comparative entre la tomate et Arabidopsis 
thaliana » soutenu par l’Action Structurante Tomate INRA  en 2003. 

• Co-animateur du projet  « Déterminants génétiques et moléculaires de l'interaction 
entre Potyvirus et Arabidopsis thaliana » financé par le département SPE (2005-
2007). 

• Coordinateur du projet ANR-Génoplante « ViroMouv » (projet ANR-08-GENM-
016): Identification de facteurs de l’hôte impliqués dans le mouvement à longue 
distance des virus de plante (2009-2011, avec 2 autres partenaires). 

EVALUATION DE LA RECHERCHE 

• Membre de jurys de concours INRA : IE (2005), TR (2000, Président de jury). 

• Membre de Commissions d'évaluation collective pilotées par l’AERES : UMR 
Santé de la Vigne et du Vin de Colmar (Février 2008).  

• Membre de la Commission Scientifique Spécialisée « Biologie des Interactions 
Hôtes-Agresseurs, Symbiotes et Commensaux » (BIHASC, CSS 7) de l’INRA 
(Evaluation individuelle des chercheurs) (2007-2010). 

• Evaluation de projets de recherche pour les appels à projet du département 
SPE : 11 projets en 2008, 8 projets en 2009 (en tant que membre du conseil 
scientifique SPE). 

• Expert auprès de l’Office allemand d’échanges universitaires (DAAD) : 1 dossier 
expertisé en 2009. 

PARTICIPATION AU CONSEIL SCIENTIFIQUE DE DIVERSES STRUCTURES 

• Membre élu du Conseil Scientifique du Département « Santé des Plantes et 
Environnement » de l’INRA depuis 2006. 

ACTIVITES D’ANIMATION  

• Animateur d’un club « doctorant » de 1994 à 1997 au sein du centre INRA 
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• Secrétaire Général de la Société Française de Phytopathologie : 1er mandat de 
2005 à 2007, 2ième mandat depuis 2008 (Organisation et animation des conseils 
d’administration (1/an), gestion des adhésions et du site web http://www.sfp-
asso.org/index.php). 

• Membre du comité d’organisation et du comité scientifique des Rencontres de 
Virologie Végétales Edition 2009. Construction du site web des RVV 
(https://colloque2.inra.fr/rencontres_virologie_vegetale) en collaboration avec le 
service communication de l’INRA de Bordeaux (Je suis Directeur de publication et 
co-gestionnaire du site). En prévision : organisateur principal pour les éditions 
2011 et 2013. 

• Membre du comité scientifique du 7ème Colloque National de la Société 
Française de Phytopathologie tenu à Lyon du 8 au 11 Juin 2009. 
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RESPONSABILITES EDITORIALES 

• Revue régulière d'articles scientifiques (en moyenne 4-5 articles par an pour MPMI, 
J. Virol, J. Virol. Methods, EJPP). 
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ACTIVITES DE RECHERCHE 
 

Classiquement lors de la soutenance d’une HDR, nous retraçons l’ensemble de nos 
activités de recherche généralement décomposé en 2 périodes, une allant de la thèse au 
recrutement en tant que chercheur, la deuxième depuis le recrutement. Je ne dérogerai pas à 
cette présentation classique, même si les deux périodes d’activité que je vais développées vont 
se rapporter surtout à l’un et à l’autre des deux acteurs majeurs de mes recherches, c'est-à-dire 
le virus d’un coté, la plante de l’autre, et que ces deux périodes d’activité partagent le même 
axe de recherche, l’étude des interactions plante/virus. Cela s’explique notamment par le fait 
que j’ai effectué quasiment toute mon activité de recherche au sein de la même équipe, celle 
de virologie végétale de l’INRA de Bordeaux animée par Messieurs Candresse et Le Gall.  

En effet, lors de mon DEA (1991-1992) et de ma thèse (octobre 1993- mai 1997), mon 
activité s’est porté sur les virus, en particulier le virus des tâches foliaires chlorotiques du 
pommier (ACLSV) en DEA avec pour objectif de développer une technique de détection par 
PCR, et le virus de la mosaïque de la laitue (LMV) en thèse. Cette thèse puis celles qui ont 
suivi au sein du laboratoire ont permis de développer des outils et des connaissances de 
virologie moléculaire qui ont été à la base du projet actuel du laboratoire. Cette période est 
donc celle « DU VIRUS… ». 

Suite à mon recrutement au sein de l’équipe de virologie végétale de Bordeaux réalisé 
juste après ma thèse (septembre 97), j’ai alors démarré des recherches sur la plante hôte et 
cela constitue la deuxième période d’activité. Elle a démarré par un séjour postdoctoral de 21 
mois (septembre 97-juillet 99) dans l’équipe d’Andy Maule au Centre John Innes à Norwich 
pour travailler sur le pathosystème Pois/virus de la mosaïque du pois transmis par la graine 
(PSbMV, genre Potyvirus) et s’est poursuivi à Bordeaux sur le pathosystème Arabidopsis 
thaliana/LMV. Cette période est donc celle « …A LA PLANTE » 
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1.1. Recherches pré-doctorales 

 

J’ai réalisé mon DEA (biologie-santé, option "Pathologies microbiennes et virales", 
Université Bordeaux2) de septembre 1991 à juin 1992 dans la Station de Pathologie Végétale 
du centre INRA de Bordeaux à laquelle mon laboratoire de Virologie Végétale actuel 
appartenait. Le titre de ce premier stage de recherche fut "Développement de techniques de 
détection du virus des taches foliaires chlorotiques du pommier (ACLSV) par amplification 
de séquences (PCR)". Ce stage fut ma première expérience dans le domaine de la virologie 
végétale et m’a permis de m’initier à divers techniques de biologie moléculaire. Parmi les 
résultats obtenus, je citerai la mise au point d’un test de détection de l’ACLSV par 
Immunocapture-RT-PCR qui a fait l’objet de 2 publications dans Acta Horticulturae (revue 
sans comité de lecture, Publications [19] et [23]). 

Suite à ce DEA, j’ai réalisé non pas immédiatement ma thèse mais un séjour d’un an 
(octobre 1992-Septembre 1993) dans le laboratoire de Biophysique Moléculaire, (INSERM 
U386, Université de Bordeaux II) dirigé par J.J. Toulmé comme scientifique du Contingent 
dans le cadre de mon service national. Mon sujet de recherche fut: "détection par photoaffinité 
de protéines cellulaires fixant les hybrides ADN/ARN " (encadré par C. Cazenave). Cette 
expérience fut pour moi riche puisqu’elle me permettait de parfaire ma formation en 
recherche avant d’aborder ma thèse et de séjourner dans un nouveau laboratoire dépendant 
d’un organisme de recherche différent de l’INRA. De plus, cela m’a permis de produire deux 
nouvelles publications dans des revues à comité de lecture (Publications [1] et [7]). 

 

1.2. Thèse de doctorat 

 

 En octobre 1993, désireux de poursuivre mon activité de recherche dans le domaine de 
la phytopathologie, j’ai démarré ma thèse de doctorat (mention “Sciences Biologiques et 
Médicales”, Option “ Biologie-Santé”, Université Bordeaux2) grâce à un financement 
d’allocation moniteur normalien (AMN), ayant été jusqu’à la fin de mon DEA élève de 
l’Ecole Normale Supérieure (ENS) de Cachan. J’ai effectué cette thèse dans mon équipe 
actuelle mais à ce moment là toujours intégrée à la station de pathologie végétale à l’INRA de 
Bordeaux, sous l’encadrement de Thierry Candresse et Olivier Le Gall.  

 Cette thèse intitulée «Bases moléculaires des propriétés biologiques du virus de la 
mosaïque de la laitue (LMV): variabilité et organisation génomique » fut la première étude 
menée au laboratoire sur les interactions moléculaires entre plante et virus. A cette époque, les 
données sur l’identification de déterminants viraux impliqués dans les interactions 
plante/virus étaient encore peu nombreuses et le couple laitue (Lactuca sativa) / LMV 
présentait plusieurs particularités qui en faisait un modèle de choix pour ce type d’étude. Le 
LMV appartient au groupe des potyvirus, groupe de virus phytopathogènes le plus important 
tant par le nombre de virus identifiés que par les dégâts causés aux cultures dans le monde 
entier. Au moins deux gènes de résistance au LMV ont été décrits chez la laitue, mo11 et 
mo12, gènes récessifs, les plus efficaces et les plus utilisés en lutte génétique contre le LMV 
chez les laitues cultivées. Le LMV se caractérise par une large variabilité biologique qui 
s’exprime notamment dans la sévérité des symptômes induits, dans sa capacité à être transmis 
par les semences de laitue et dans sa capacité à contourner les gènes de résistance mo1 de la 
laitue. L’apparition récente d’isolats de LMV capables de contourner l’ensemble des gènes de 
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résistance a suscité de l’intérêt pour une meilleure compréhension des interactions 
moléculaires entre la laitue et ce virus.  

 Un projet collaboratif a alors été initié en 1993 entre notre équipe et celle d’Hervé Lot, 
DR à la station de pathologie végétale à l’INRA d’Avignon. L’objectif principal du projet 
était de réaliser une caractérisation moléculaire du LMV afin d’identifier coté virus les 
déterminants moléculaires impliqués dans plusieurs processus biologiques tels que 
contournement des gènes de résistance mo1, sévérité des symptômes ou transmission par la 
graine. La stratégie retenue fut de produire des clones ADNc infectieux à partir de deux 
souches de LMV différant par leurs propriétés biologiques à partir desquels des clones 
chimères pourraient être construits et analysés pour leurs propriétés biologiques. 

Etant donné le peu de données moléculaires disponibles sur le LMV au début de ma thèse, 
mon travail a consisté à : 

1. étudier la variabilité moléculaire de ce virus afin d’identifier deux isolats proches sur 
le plan moléculaire mais relativement distinct de par leurs propriétés biologiques 

2. séquencer le génome complet d’un des deux isolats de LMV 

3. tenter de construire par longue PCR un clone ADNc infectieux de cet isolat.  

 Pour étudier la variabilité moléculaire du LMV, nous avons opté pour le séquençage de 
3 régions du génome viral, une région à l’extrémité 5’ du génome viral correspondant à la 
protéine P1 et deux régions à l’extrémité 3’ correspondant à la jonction protéine NIb / 
protéine de capside (CP) et à l’extrémité C-terminale de la CP, de 10 isolats de LMV.  

 

 
Figure 1 : Organisation du génome des potyvirus. La polyprotéine est représentée par le rectangle. Les 

sites de clivage sont représentés par des traits séparant chacune des régions des 10 protéines matures. 

 

Le fait de choisir 3 régions plutôt qu’une a été motivé par un travail préalable que j’ai effectué 
en début de thèse où nous avons révélé des fréquences de recombinaisons élevés entre isolats 
d’un même potyvirus. Sélectionner nos deux isolats de LMV sur la base de séquence d’une 
seule région engendrait en effet le risque de sélectionner des isolats à priori proches sur cette 
région mais relativement distant sur le reste du génome lié à de possibles événements de 
recombinaison. Les résultats sur la fréquence élevée de recombinaisons chez les potyvirus 
d’une part, et sur la variabilité moléculaire du LMV d’autre part sont présentés dans les deux 
publications suivantes (Publications [2] et [3]). 

P1 HcPro P3 

6K1 6K2 

CI 
NIa 

NIb CP VPg poly(A) 
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Molecular  Plant  Pathology 
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A l’occasion de cette étude de la variabilité moléculaire du LMV, j’ai mis au point au 
laboratoire une technique de séquençage direct des produits d’amplification, décrite dans la 
publication 3 (cf ci-dessus) et qui a été aussi appliquée à l’étude de la variabilité d’un autre 
potyvirus étudié au laboratoire, le virus de la Sharka (PPV) qui a fait l’objet de la, 
publication 5 pour laquelle je suis co-auteur.  

Ce travail a donc permis de sélectionner deux isolats de LMV, LMV-0 et LMV-E, qui sur la 
base des 3 régions séquencées semblaient proches sur le plan moléculaire tout en étant 
différents par leurs propriétés biologiques. En effet, LMV-0 induit des symptômes peu 
sévères sur laitue sensible (ne portant pas de gène mo1), est incapable d’infecter les variétés 
de laitue porteuses des gènes de résistance mo1 et est transmis par les semences de laitue alors 
que LMV-E provoque des symptômes sévères sur laitue sensible, contourne les résistances 
mo1 mais n’est pas transmis par les semences de laitue. L’étape suivante à consister à 
séquencer le génome complet de ces deux isolats. Je me suis investi dans le séquençage de 
LMV-0 alors qu’un autre étudiant en thèse (Shujun Yang) ayant démarré sa thèse un an après 
moi s’est investi dans le séquençage de LMV-E. Ce travail a fait l’objet de la publication 4 
présentée ci-après. 
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Une fois ce séquençage réalisé qui ne permettait pas comme attendu d’identifier 
directement les déterminants moléculaires impliqués dans les propriétés biologiques du LMV, 
compte tenu de la répartition sur l’ensemble de la polyprotéine des différences en acide aminé 
entre les 2 isolats, nous avons décidé de 2 stratégies pour le production de clones infectieux de 
ces deux isolats : (1) construction d’un ADNc complet à partir de la banque d’ADNc produite 
pour le séquençage, stratégie classique utilisée à l’époque ; (2) production d’un ADNc 
complet par longue PCR, stratégie encore peu développé à ce moment là. C’est sur cette 
deuxième stratégie que je me suis investi.  

 De façon schématique, cette stratégie a consisté à amplifier l’ensemble du génome du 
LMV en une seule PCR à partir de l’ADNc produit après transcription inverse de l’ARN viral 
en utilisant des mégaprimers comme amorce. Ces mégaprimers étaient constitués en 5’ du 
promoteur 70S fusionné à l’extrémité 5’ du génome du LMV et en 3’ du terminateur de 
transcription Nos fusionné à l’extrémité 3’ du génome viral. Si plusieurs clones complets ont 
été obtenus par cette stratégie, aucun ne s’est révélé infectieux probablement du à des 
mutations introduites dans le génome du LMV lors des phases d’amplification. 

 Suite à ces travaux, Shujun Yang a pu obtenir par stratégie classique un clone infectieux 
de LMV-E, et Elise Redondo (qui a démarré sa thèse après la fin de la mienne) a obtenu par la 
même stratégie un clone infectieux de LMV-0 et a pu produire des clones recombinants entre 
ces deux isolats qui ont servi par la suite à cartographier les déterminants génomiques 
impliqués dans les différentes propriétés biologiques du LMV. 

 Mes travaux de thèse ont été valorisés dans les Publications à comité de lecture [2], 
[3], [4], [5], [6], [8] et [9] et les Publications sans comité de lecture [18], [20], [22] et [24].  

Je présente ci-après la publication [9]  qui est une revue écrite à partir du travail de synthèse 
développé dans l’introduction du manuscrit de ma thèse. Elle fut écrite lors de mon séjour 
chez Andy Maule et publiée en 1999. Cette revue a été citée plus de 100 fois, ce qui 
représente la publication la plus citée parmi non seulement mes publications mais aussi toutes 
celles de l’équipe de virologie. Elle est encore aujourd’hui citée en moyenne tous les 2 mois et 
représente toujours une référence importante sur le plan international pour les équipes 
travaillant sur les potyvirus. Dix ans s’étant écoulés et de nombreuses données ayant été 
publiées sur ce sujet, nous envisageons d’écrire prochainement une nouvelle revue. 
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Aujourd’hui, le projet sur l’étude des interactions laitue/LMV est devenu l’un des plus 
importants de notre laboratoire sur lequel plusieurs chercheurs sont investis et dont les 
résultats majeurs de ces dernières années furent l’identification coté plante du gène de 
résistance mo1 codant pour le facteur d’initiation de la traduction eIF4E et coté LMV de 
plusieurs protéines virales impliquées dans l’interaction avec eIF4E et le contournement de la 
résistance mo1. 

 Après avoir soutenue ma thèse le 14 mai 1997, j’ai passé le concours CR2 de l’INRA en 
juin 97 pour lequel je postulais pour un poste de virologie végétale à l’INRA d’Antibes et à 
l’INRA de Bordeaux dans mon laboratoire. C’est le poste à Bordeaux que j’ai obtenu. 
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 2.1. Recherche menée durant le séjour postdoctoral 

Durant les derniers 6 mois de ma thèse, je m’étais investi à rechercher un séjour 
postdoctoral. Après plusieurs contacts, je me suis entendu avec Andy Maule, responsable 
d`une équipe de recherche dans le département de virologie du Centre John Innes à Norwich 
(Angleterre). Ce dernier me proposait de travailler dans le cadre d’un projet européen grâce 
auquel il pouvait me financer pour une durée de 3 ans. Mon recrutement à l`INRA dés la fin 
de ma thèse a quelque peu modifié mes perspectives de séjour postdoctoral. Sachant 
cependant par avance qu’un séjour dans un laboratoire étranger, en particulier lorsqu`il est 
renommé, est une expérience très enrichissante et profitable, et au chercheur qui part, et au 
laboratoire qui l`envoie, nous avions décidé avec mon directeur de laboratoire de l’époque 
(Jean Dunez) que je parte faire ce séjour à Norwich. Je suis donc parti le 15 septembre 1997 
pour une durée de 21 mois (retour à Bordeaux début juillet 1999). Mon départ dans le groupe 
d’Andy Maule avait été motivé par plusieurs raisons : (1) ce groupe avait une très bonne 
renommée et ses travaux publiés étaient très largement à la hauteur de cette réputation ; (2) 
tout en étant un laboratoire de virologie végétale, les projets développés étaient 
essentiellement basés sur l’étude de la plante hôte plutôt que sur les virus eux-mêmes ; (3) le 
modèle plante/virus plus particulièrement étudié dans ce groupe est le couple pois/Pea seed 
born mosaic virus (PSbMV, genre Potyvirus), très similaire en plusieurs points à notre modèle 
laitue/LMV ; (4) le laboratoire d’A. Maule fait partie d’un centre de recherche très dynamique 
dont les activités abordent un grand nombre de thématiques de recherche du domaine végétal ; 
(5) ce laboratoire est situé en Angleterre permettant donc de parfaire son anglais. 

Ma recherche à Norwich a été d’initier un projet de caractérisation d’un gène de 
résistance récessif du pois au PSbMV, nommé sbm-1. A l’époque, aucun projet de ce type 
n’avait encore démarré ni à Bordeaux (pour identifier les gènes mo1), ni ailleurs à l’INRA 
(pour l’identification des gènes pvr chez le piment). Nous avons pour cela utilisé deux 
approches, un criblage d’une banque d’ADNc de pois par le système double-hybride en 
utilisant comme appât la VPg, produit du gène d’avirulence du PSbMV vis à vis du gène sbm-
1, et la technique de cDNA-AFLP pour analyser l’expression différentielle de gènes de deux 
lignées de pois quasi-isogéniques obtenues après plusieurs rétrocroisements et différant par la 
présence du gène sbm-1. 

Pour l’approche double-hybride, j’ai réalisé le clonage de la VPg du PSbMV dans les 
vecteurs double-hybride et j’ai surtout participé à la construction de la banque d’ADNc de 
pois. Un autre postdoc recruté sur le financement initialement prévu pour moi a réalisé le 
crible de la banque de pois qui a permis d’identifier une dizaine d’interacteurs dont la plupart 
ne présentait aucune homologie ni avec des protéines connues ni avec le facteur de traduction 
eIF4E (à cette époque nous savions seulement qu’eIF4E interagissait directement avec la VPg 
d’un potyvirus). Avec l’aide de généticiens travaillant sur le pois, nous avons pu cartographier 
ces candidats pour le gène sbm-1 mais aucun ne s’est révélé être un marqueur lié au gène de 
résistance recherché. J’avais aussi obtenu en parallèle un ADNc partiel du facteur eIF4E de 
pois mais celui-ci n’était pas non plus lié au gène sbm-1 (on saura plus tard qu’en fait sbm-1 
codait non pas pour eIF4E mais pour une autre isoforme, eIFiso4E !!). 

L’approche basée sur la technique d’AFLP, sur laquelle je me suis davantage investi, 
a été utilisée pour tenter d’identifier un marqueur lié au gène sbm-1, voire le gène lui-même. 
Après une période d’apprentissage et d’optimisation, j’ai pu obtenir à la fin de mon séjour une 
méthode fiable et reproductible pour analyser par « cDNA-AFLP » les deux lignées de pois 
quasi-isogéniques disponibles. Une dizaine de marqueurs potentiels ont été identifiés après 
cartographie sur le génome du pois. Mais suite à mon départ, cette approche n’a pas été 
poursuivie. 
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Ce séjour à Norwich a été pour moi très bénéfique puisqu’il m’a permis de me 
familiariser avec des techniques de pointe utilisées pour identifier des facteurs de plante 
impliqués dans les interactions plante/virus, d’élargir mon réseau de contact au niveau 
international et de perfectionner mon anglais.  

A mon retour à Bordeaux, j’ai continué à collaborer avec A. Maule sur ce projet qui 
a été poursuivi par deux autres postdocs. Nous avons notamment montré qu’une des protéines 
qui interagissait fortement avec la VPg du PSbMV, nommée VIP1 (pour Vpg-Interacting 
Protein), interagissait avec la VPg du LMV et d’autres potyvirus mais semblait aussi jouer un 
rôle dans le mouvement à longue distance des potyvirus. Ce travail a fait l’objet de la 
Publication [12] présentée ci-dessous. 
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2.2. Recherche menée depuis 1999 suite au séjour postdoctoral 

 

Lorsque j'ai réintégré l’équipe de virologie à Bordeaux en rentrant de mon séjour à 
Norwich, je me suis attaché dans un premier temps à m'imprégner des différents projets en 
cours, qui avaient bien entendu évolué depuis la fin de ma thèse, afin de me concentrer sur les 
aspects qui nous paraissaient les plus prometteurs. Dès 2000, j'ai centré mon activité de 
recherche sur d'une part, la production de nouveaux clones de LMV recombinant (projet initié 
par Elise Redondo durant sa thèse soutenue au printemps 2001) afin de préciser la région du 
génome du LMV impliquée dans le contournement des gènes de résistance récessifs mo1, et 
d'autre part, l'analyse du pathosystème Arabidopsis thaliana/LMV dont les premières 
expériences d'infection avaient été conduites par T. Candresse. Ces deux aspects adhéraient 
complètement aux projets d'identification des déterminants viraux et de plante impliqués dans 
les interactions moléculaires plante/potyvirus proposés par notre équipe, en particulier dans le 
cadre de la création de la Jeune Equipe INRA (associant en plus des chercheurs de l’équipe, 
V. Decroocq, chercheur GAP, et V. Schurdi-Levraud, maître de conférence). De plus, mes 
expériences passées m’avaient permis d’aborder successivement l’étude du virus lui-même 
(pendant ma thèse) et celle de facteurs de plante (pendant mon postdoc) impliqués dans les 
interactions plante/potyvirus et il nous a semblé tout à fait logique que je m’intéresse et 
m’investisse sur un projet de caractérisations génétique et moléculaire des interactions 
Plante/Potyvirus 

La construction de clones recombinants entre les deux isolats de LMV étudiés pendant 
ma thèse a été initiée par Elise Redondo pendant sa thèse démarrée peu de temps après mon 
départ à Norwich. Elle a pu montrer que les déterminants viraux du contournement des gènes 
mo1 étaient localisés dans une région comprise entre la fin du gène codant pour la protéine CI 
et la région 3' non codante (Figure 1 pour voir l’organisation génomique des potyvirus). Afin 
d'affiner la localisation de ces déterminants, j’ai poursuivi à partir de la fin 1999 ce travail 
avec l’aide d’une technicienne de l’équipe. Après quelques mois, et au fur et à mesure que le 
projet "Arabidopsis" prenait de l'ampleur, nous avons décidé que mon investissement dans ce 
projet se limiterait au suivi des expériences réalisées par notre technicienne. Nous avons 
produit plusieurs recombinants dont ceux échangeant la VPg (domaine N-Ter de la NIa) et 
ainsi augmenté la panoplie de LMV recombinants disponibles au laboratoire. Ces outils ont 
notamment servi de base pour la thèse de Thomas Guiraud soutenue fin 2004. 

 

 2.2.1. Développement et premières analyses du pathosystème LMV/Arabidopsis 
thaliana  

Des expériences préliminaires réalisées par H. Lot (Pathologie végétale, INRA 
Avignon) et T. Candresse avaient révélé que le LMV pouvait infecter Arabidopsis mais sans 
développement de symptôme et cela, quel que soit l'isolat de LMV utilisé. Lorsque j'ai pris ce 
projet en main, T. Candresse avait réalisé un premier criblage d'une cinquantaine d'accessions 
d'Arabidopsis en utilisant un isolat de LMV (LMV-E) marqué avec le gène GUS et avait mis 
en évidence des accessions sensibles et résistantes au LMV. 

Le fait que le LMV puisse infecter Arabidopsis nous ouvrait des voies prometteuses 
pour aller identifier des facteurs de plante impliqués dans les interactions plante/virus, 
facteurs encore mal connus à l'heure actuelle. Comme de plus les mécanismes d'interactions 
entre plante et potyvirus semblent relativement bien conservés, les données fournies par ce 
pathosystème devaient pouvoir être facilement transférables à des plantes d'intérêt 
agronomique. Arabidopsis offre en effet plusieurs avantages dont ceux d'avoir un cycle de 
développement court et être de petite taille. Mais surtout, il existe un nombre important 
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d’accessions qui ont été collectionnées au sein de centres de ressources génétiques et de 
nombreuses populations issues de croisements entre différentes accessions d'Arabidopsis, 
notamment sous forme de population F2 et de lignées recombinantes (RIL) ont été produites. 
Ces dernières sont produites à partir d’au moins 6 autofécondations d’une population F2 et 
génotypées avec un ensemble de marqueurs moléculaires polymorphes distribués sur 
l’ensemble du génome. Elles sont ainsi des outils puissants pour réaliser la cartographie 
génétique de gènes. L'ensemble de ces matériels permet relativement aisément l'identification 
de gènes par des approches de génétique classique. Complémentaire des approches de 
génétique, la génomique d’Arabidopsis a aussi été particulièrement bien développée. En effet, 
non seulement son génome a été séquencé, mais les techniques récentes de génomique 
(microarrays) permettent d'envisager des analyses à haut débit du transcriptôme de cette 
plante en réponse à des situations variées. Enfin des banques de mutants « knock-out » (KO) 
sont aussi disponibles et il est devenu simple de se procurer de tels mutants pour une grande 
proportion des gènes d’Arabidopsis.  

Afin d'avoir des données les plus larges possibles sur ce nouveau pathosystème, j'ai 
entrepris le criblage de quelques dizaines d’accessions avec les isolats de LMV étudiés dans 
notre équipe, LMV-0, LMV-E mais aussi LMV-AF199, isolat brésilien présentant des 
propriétés biologiques différentes de celles de LMV-0 et LMV-E et introduit au laboratoire en 
1999. La révélation du virus dans les plantes s'est fait soit par un test histochimique GUS 
lorsque les isolats LMV-0 et LMV-E marqués avec le gène GUS étaient utilisés, soit par 
ELISA pour les tests avec LMV-AF199. Pour chacun des trois isolats testés, trois catégories 
d'accessions ont été révélées:  

- une première catégorie où le LMV n’est pas détecté sur feuilles inoculées (résistance 
qualifiée de résistance locale liée au blocage de la réplication ou du mouvement de 
cellule à cellule du virus),  

- une deuxième où le LMV est détecté sur feuilles inoculées mais pas dans le reste de la 
plante (résistance qualifiée de résistance systémique liée au blocage du mouvement à 
longue distance du virus),  

- et enfin une troisième où une infection de toute la plante est observée (infection 
systémique).  

De façon intéressante, ce travail a aussi permis de révéler des différences d'infection 
d'accessions d'un isolat de LMV à un autre et de classer les accessions d'Arabidopsis en 7 
groupes de sensibilité. Ces données très prometteuses non seulement nous montraient qu’une 
espèce végétale n’ayant pas co-évolué avec un pathogène donné (espèce « naive ») et n’ayant 
pas été domestiquée par l’homme (maintien d’une large diversité génétique) pouvait réagir 
très différemment à ce pathogène et ouvraient des perspectives importantes pour aller 
identifier des gènes de plante contrôlant ces phénotypes. 

Dans le but d'identifier la base génétique de quelques phénotypes de résistance 
identifiés lors de ce criblage et de cartographier les gènes impliqués, j'ai entrepris l'analyse de 
populations F2 et de RILs issues de croisements entre accessions sensible et résistant au 
LMV. Je me suis tout d’abord attaché à analyser des populations issues du croisement entre 
l'écotype Columbia (Col), qui présente une résistance locale à LMV-0 et une résistance 
systémique à LMV-AF199, et l'écotype Niederzenz (Nd), présentant une résistance 
systémique à LMV-0 et une sensibilité totale à LMV-AF199. Cette analyse a permis, après 
avoir déterminer le phénotype d’infection de ces populations après inoculation avec ces deux 
isolats de LMV, de déterminer la base génétique de ces 2 types de résistance mais aussi de 
cartographier un des gènes de résistance. Ainsi, la résistance locale à LMV-0 semble être 
contrôlée par un gène de résistance dominant, que nous avons nommé LLM1 et cartographié 
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sur le chromosome I à proximité du marqueur nga280. La résistance à LMV-AF199 semblait 
être contrôlée par au moins deux gènes de résistance dominants, dont la cartographie 
génétique n'a pas pu être établie précisément du fait du caractère polygénique de cette 
résistance. Mais nous reviendrons plus loin sur cette résistance suite à une découverte 
intéressante à son sujet. Une partie de ce travail a fait l'objet d'un projet de recherche de DEA 
que j'ai encadré au cours de l'année universitaire 2000-2001 (DEA de Thomas Guiraud). 

La richesse du pathosystème Arabidopsis/LMV s'illustre aussi dans les différences de 
comportement entre isolats de LMV. Ainsi, grâce à la panoplie de recombinants de LMV 
construits au laboratoire, j'ai pu montrer l'implication de la protéine VPg dans la différence de 
phénotypes observés sur Nd entre les isolats LMV-0 (bloqué pour le mouvement à longue 
distance) et LMV-E (non bloqué).  

L’ensemble de ces résultats ont fait l'objet d'une publication dans la revue MPMI 
(Publication [11]) présentée ci-dessous. 
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Cette première phase de mon projet de recherche sur la caractérisation des interactions 
Arabidopsis/LMV a aussi permis d'introduire cette plante modèle dans les études menées au 
laboratoire et est devenue l’espèce de choix dans de nombreux projets de notre équipe.  

Cette nouvelle expertise que j'ai développée au laboratoire concernant l'utilisation 
d'Arabidopsis en virologie végétale, m'a aussi permis de développer des collaborations avec 
plusieurs équipes qui voulaient notamment tester des mutants d'Arabidopsis vis à vis de virus 
de genre différent. Deux de ces collaborations se sont d’ailleurs traduites par des publications 
(Publications [10] et [13]) avec l’équipe d’Yves Marco (INRA Toulouse) d’une part, et les 
équipes de Christophe Robaglia (Université Aix-Marseille/CEA Cadarache) et Carole Caranta 
(GAP, INRA Avignon) d’autre part pour montrer dans cette dernière étude qu'un mutant KO 
d'Arabidopsis du gène codant pour eIFiso4E était résistant à plusieurs potyvirus dont le LMV 
mais restait sensible comme le sauvage à d'autres virus appartenant à d'autres genres viraux, 
démontrant le rôle clef de ce facteur dans le cycle des potyvirus. 

Mais surtout mon expérience réussie avec le pathosystème Arabidopsis/LMV m’a 
conduit à m’impliquer dans le développement d’un autre pathosystème Arabidopsis/potyvirus 
concernant le virus de la Sharka (Plum pox virus ou PPV) en collaboration avec V. Decroocq, 
qui étudiait jusqu’alors les interactions entre PPV et des espèces végétales du genre Prunus. 

 

 2.2.2. Développement du pathosystème PPV/Arabidopsis thaliana  

Le criblage d’un petit panel d’accessions d’Arabidopsis avec le PPV a révélé une 
diversité de réponse de la plante encore plus riche qu’avec le LMV, avec notamment la 
description de phénotypes de sensibilité au PPV induisant des symptômes, ce qui n’avait pas 
été observé avec le LMV. Des différences entre isolats de PPV ont aussi été mises en 
évidence. Même si des phénotypes de résistance similaires à ceux obtenus avec le LMV ont 
été observés avec le PPV, la plupart l’étaient sur des accessions différentes. Cependant, nous 
avons pu aussi identifier des résistances aux deux virus sur les mêmes accessions comme par 
exemple sur Col. Nous pouvions alors nous demander si ces résistances observées chez une 
même accession étaient contrôlées ou non par le(s) même(s) gène(s) de résistance. 

Dans le cas de Col, une résistance à un autre potyvirus, le tobacco etch virus (TEV), 
présentant le même phénotype de résistance que celui observé pour le LMV (LMV-AF199) et 
le PPV (PPV-EA et PS), avait précédemment été caractérisé par l’équipe de J. Carrington. Il 
s’agit d’une résistance dominante contrôlée par au moins 3 gènes, nommés RTM1, RTM2 et 
RTM3. Nous avons alors testé les lignées mutantes de ces 3 gènes, sensibles au TEV, avec les 
isolats de LMV et PPV incapables d’infecter Col en systémie, et montré qu’elles étaient aussi 
sensibles à nos 2 virus. Cela démontrait que la résistance observée chez Col vis-à-vis du LMV 
et du PPV, induisant le blocage du mouvement à longue distance de ces virus, était aussi 
contrôlée par les gènes RTM. Cette découverte nous a poussé à nous investir davantage sur 
cette résistance que j’évoquerais plus loin.  

L’ensemble des données obtenues avec le PPV ainsi que la mise en évidence de 
l’implication des gènes RTM dans la résistance observée chez Col vis-à-vis du LMV et PPV 
ont fait l’objet de la publication [14] présentée ci-dessous. 
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2.2.3. Diversité phénotypique des interactions Arabidopsis/LMV-PPV 

La diversité des phénotypes d’infection identifiés au cours du criblage d’un petit nombre 
d’accessions avec le LMV et le PPV nous a donné l’idée d’explorer plus largement cet aspect. 
En effet, cribler un panel d’accessions d’Arabidopsis représentant une diversité génétique la 
plus large possible devait nous permettre d’identifier une large gamme de phénotypes en 
particulier des phénotypes de résistance, chacun pouvant être potentiellement contrôlés a 
priori par des gènes distincts. Cela pouvait donc représenter une base de données dans la 
quelle pourrait être identifié un ensemble de gènes de résistance, potentiellement exploitable 
pour de la lutte génétique. Nous avons donc proposé à nos départements INRA de 
rattachement (Santé des plantes et Environnement d’une part, et Génétique et Améliorations 
des plantes d’autre part) de financer une thèse pour exploiter au mieux cette diversité 
génétique d’Arabidopsis au travers du criblage d’une collection d’accessions avec des isolats 
de LMV et de PPV. C’est ainsi qu’avec V. Decroocq, j’ai assuré l’encadrement scientifique 
d’Ophélie Sicard (Thèse de doctorat de l’Université V. Ségalen Bordeaux2 ; Directeur de 
thèse : Olivier Le Gall) de fin 2004 à fin 2007.  

Au cours de cette thèse, Ophélie a criblé une collection de 24 accessions représentant une 
large diversité génétique de l’espèce (près de 96% de diversité génétique après analyse de 
plusieurs marqueurs sur une collection de 265 accessions effectué à l’INRA de Versailles, 
McKhann et al., 2004) avec plusieurs isolats de LMV et PPV. Ce criblage a permis de révéler 
un ensemble important de phénotypes d’infection (Figure 2) qui représente une base de 
données importante dans l’objectif d’identifier des facteurs de l’hôte impliqués dans les 
interactions avec les potyvirus. Ainsi par exemple, ces données ont montré que les infections 
avec symptômes n’apparaissaient qu’avec le PPV et étaient relativement fréquentes au sein de 
cette collection.  

Compte tenu que très peu de déterminants de la symptomatologie avaient été identifiés jusque 
là, nous avons décidé de focaliser la suite de la thèse d’Ophélie sur cet aspect.  
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Figure 2 : Diversité phénotypique des interactions entre Arabidopsis et PPV/LMV. Ri : 
pas de multiplication virale ; Rsys : pas de mouvement systémique ; S : sensible sans 
symptôme ; S+ : sensible avec symptômes ; R/S : résistance partielle ; Nd : non déterminé 

 
PPV LMV

 Accessions R NAT EA PS Soc O E AF199
Pyl-1 Rsys Rsys ND ND Ri Rsys ND Ri
Jea Rsys S ND ND Ri ND S Rsys
Bl-1 S+ S+ S+ S Rsys S S S
St-0 Rsys Rsys Ri ND Ri Rsys Ri Ri
Kn-0 S+ S Rsys ND Ri ND S Rsys
Edi-0 S+ S ND ND Ri ND ND S
Tsu-0 S S ND ND Ri S S S
Stw-0 S S S ND Ri Rsys ND Rsys
Mt-0 S+ S+ ND ND Ri ND Ri Rsys
Ge-0 ND ND S ND Ri ND Ri Ri
Ita-0 S S Rsys ND Rsys ND ND R/S
Ct-1 S+ S+ S+ S Ri S S S
Can-0 S S ND ND Ri ND S Rsys
Cvi-0 S+ S+ Rsys ND Ri ND ND Rsys
Bur-0 S+ S+ S+ S Rsys S S S
Alc-0 S ND ND ND Ri ND ND R/S
Blh-1 S S S ND Ri ND S S
Gre-0 Rsys S ND ND Ri ND Ri Rsys
Mh-1 S+ S ND ND Ri S ND S
Oy-0 S+ S/S+ S+ ND Ri S S S
Shahdara S S ND ND Ri S S S
Akita S+ S+ S+ ND Ri S S S
Sakata S S+ Rsys ND Ri S S S
N13 S S+ ND ND Ri ND S R/S

  

L’identification de déterminants de plante contrôlant la symptomatologie a été réalisée 
par une analyse génétique en utilisant deux populations de RILs produites d’une part entre 
Col (produisant peu ou pas de symptôme) et Landsberg erecta (Ler, produisant des 
symptômes sévères), et d’autre part entre Cape verde island (Cvi) (ne produisant pas de 
symptôme) et Ler. Il a ainsi été montré que le caractère « symptômes » se manifestant sur Ler 
après infection par le PPV était contrôlé par des loci de caractère quantitatif (QTL) qui ont pu 
être cartographiés. Ophélie a pu confirmer l’existence de plusieurs de ces QTL en les isolant 
des autres grâce à des lignées quasi-isogéniques (NIL), produites dans le groupe de M. 
Koornneef (Université de Wageningen, Pays-Bas) avec qui nous avons collaboré.  

Ces travaux ont fait l’objet de la publication suivante dans la revue MPMI (Publication 
[15]). Comme ces données concernées le PPV, la poursuite de la caractérisation de ces QTLs 
a été prise en charge par V. Decroocq. 
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2.2.4. Bases génétiques, cartographie génétique et clonage positionnel de gènes de 
résistance au LMV 

A partir du moment où nous avions identifié lors du criblage d’accessions d’Arabidopsis 
des phénotypes de résistance au LMV, notre intention était bien entendu d’identifier les gènes 
contrôlant ces résistances. Les résistances qui nous intéressent en premier lieu sont les 
résistances récessives dont l’allèle de sensibilité code pour un facteur nécessaire au cycle 
viral. En effet suite aux études qui ont conduit à identifier eIF4E comme non seulement 
produit de plusieurs gènes de résistance récessive chez plusieurs espèces végétales mais aussi 
comme facteur de sensibilité nécessaire au cycle viral (Robaglia et Caranta, 2006), ce type de 
résistance est non seulement une source potentielle de nouvelles résistances pouvant être 
transférée sur des espèces végétales d’intérêt agronomique mais offrent également de par leur 
nature un accès à une meilleure compréhension des interactions moléculaires plante/virus. 
L’autre type de résistance qui nous intéresse est constitué des résistances dominantes bloquant 
le mouvement à longue distance du virus. En dehors de la résistance RTM, ces résistances 
sont très mal connues. Nous avons écarté d’emblée les résistances dominantes pour lesquelles 
aucune multiplication virale n’est détectée. En effet il est très probable que ces résistances 
soient contrôlées par des gènes de type R, ce qui est beaucoup moins original, très compétitif 
et dont le transfert vers des espèces d’intérêt agronomique est plus délicat. Bien avant la thèse 
d’Ophélie et le criblage qu’elle a réalisé sur la core 24, j’ai analysé plus précisément 2 
résistances, celle chez Cvi qui était active vis-à-vis des 3 isolats de LMV testés, et celle sur 
Col que j’ai introduit dans le paragraphe de 2.2. 

 2.2.4.1. Cartographie génétique du gène RLM1 chez Cvi 

Lorsque j’ai démarré l’analyse génétique de la résistance chez Cvi, nous n’avions 
encore pas de généticien dans l’équipe ni l’expertise en manipulation des marqueurs 
moléculaires. J’ai à ce stade contacté un certain nombre de groupe de généticiens 
d’Arabidopsis pour obtenir des populations (F1, F2, Ril, etc.) mais aussi des conseils pour la 
culture d’Arabidopsis et sur les sources d’informations disponibles.  

Nous avons été très excités lorsque j’ai analysé une population F2 issue d’une 
population F1 fournie par nos collègues de Wageningen entre Cvi (résistant au LMV) et Ler 
(sensible au LMV) puisque l’analyse indiquait que cette résistance était contrôlée par un gène 
de résistance récessif. Cependant en reproduisant l’analyse sur un croisement réalisé au 
laboratoire, j’ai finalement constaté que la résistance était bien monogénique mais dominante 
(n’ayant pas contrôlé la F2 de Wageningen, je pense que les plantes F1 utilisées n’en étaient 
probablement pas mais plutôt du parent sensible). Au niveau phénotypique, j’ai pu montrer 
que cette résistance bloquait le mouvement du virus dans la plante puisque je ne pouvais 
détecter le virus qu’au niveau des feuilles inoculées et seulement par RT-PCR. J’ai tout de 
même entrepris la cartographie de ce gène (nommé RLM1 pour Resistance to Lettuce mosaic 
virus 1) à l’aide de RILS et NILS et ai localisé ce gène dans le haut du chromosome 1. 
Cependant faute de forces humaines suffisantes, le clonage positionnel de ce gène n’a pas 
encore abouti puisque j’ai choisi de porter notre effort sur la caractérisation de la résistance 
RTM avec en particulier le clonage positionnel de RTM3. 

 

 2.2.4.2. Clonage de RTM3 

La résistance RTM étant active pour au moins trois potyvirus (TEV, LMV et PPV) et 
l’équipe de J. Carrington ne travaillant plus sur ce sujet, nous avons décidé de nous investir 
dans une étude plus approfondie de cette résistance. 
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L’équipe de Carrington a montré que cette résistance était sous le contrôle d’au moins 
trois gènes nommés RTM1, RTM2 et RTM3 (pour restricted TEV movement, Mahajan et al., 
1998; Whitham et al., 1999). Seuls RTM1 et RTM2 ont été clonés et codent respectivement 
pour une protéine « jacalin-like » et une protéine ayant un domaine de « small heat shock 
protein » mais pour lesquelles aucune fonction n’avait été attribuée (Chisholm et al., 2000, 
Whitham et al., 2000). Il a été cependant montré que ces deux gènes étaient exprimés 
uniquement dans les tissus du phloème (Chisholm et al., 2001). Manquait donc le clonage de 
RTM3. 

J’ai donc développé une collaboration avec J. Carrington qui était favorable à ce que ce 
projet se poursuive dans notre équipe et qui m’a fourni d’une part ses données préliminaires 
de cartographie de RTM3 (cartographié dans un intervalle de 6 cM sur le chromosome 3) et 
d’autre part la population F2 utilisée pour la cartographie, produite entre le mutant rtm3 
(sensible au virus) et WS-2, porteur comme Col de la résistance RTM.  

En 2004, j’ai obtenu un financement pour recruter un postdoc (Hien Le, bourse Haigneré 
de 18 mois de décembre 2004 à mai 2006)) afin de démarrer le clonage positionnel de RTM3. 
Après le départ de Hien qui n’avait pu affiner la cartographie du gène que dans un intervalle 
de 2 cM, Patrick Cosson, ingénieur d’étude, recruté dans notre laboratoire en février 2006 
pour ces compétences en génétique moléculaire, a poursuivi sous mon encadrement ce 
clonage. RTM3 a été cartographié dans un intervalle comprenant 22 gènes. Pour son 
identification, nous avons réalisé le séquençage de ces 22 gènes chez le mutant rtm3 où une 
mutation non synonyme a été identifiée dans le gène At3g58350 (ceci fin 2007).  

Pour valider que ce gène était bien RTM3, nous avons utilisé 2 lignées knock-out (KO) 
qui existaient pour ce gène (que nous avons génotypées et séquencées pour être sur de 
l’homozygotie de ces lignées ainsi que de la bonne insertion du T-DNA dans le gène) et qui se 
sont bien avérées sensibles au LMV. De plus, nous avons croisé ces lignées KO avec le 
mutant rtm3 (test d’allélisme) et les F1 obtenues se sont aussi révélées sensibles au LMV.  

At3g58350 code pour une protéine de 301 acides aminés de type « Meprin and Traf 
homology (MATH) domain-containing protein ». Cette famille de protéines est surtout 
connue chez les mammifères, les protéines Traf étant associées aux récepteurs du facteur de 
nécrose tumorale (Tumor Necrosis Factor ou TNF) et les méprines étant des métalloprotéases 
(Sunnerhagen et al., 2002). Ces protéines partagent un domaine conservé d’environ 180 
acides aminés présentant un repliement de 7-8 brins β antiparallèles et sont trouvés chez de 
nombreux eucaryotes (Zapata et al., 2007). Ce domaine est situé entre les acides aminés 13 à 
136 de RTM3. Un alignement du domaine MATH de RTM3 avec ceux de protéines TRAF 
humaines met en effet en évidence des homologies de séquences au niveau des brins β des 
domaines MATH entre RTM3 et les protéines TRAF (Figure 3A). En revanche, aucune 
information de structure secondaire n’était indiquée au niveau de la région C-terminale de 
RTM3 dans laquelle une longue hélice α est prédite (Figure 3B). En analysant cette région 
avec plusieurs programmes de prédiction de structures protéiques, j’ai pu identifier un 
domaine coiled coil (CC) entre les positions 216 et 293. Il est à noter que la mutation présente 
dans le mutant rtm3 est située dans ce domaine, ce qui signifierait que ce dernier est 
nécessaire à la fonction de résistance de cette protéine (Figure 3B). 
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Figure 3: Prédiction de la structure secondaire de la protéine RTM3. 

(A) Alignement de la séquence en acide amine du domaine MATH de RTM3 avec 4 protéines 
TRAF humaines. Les 8 feuillets β identifiés dans TRAF2 (Park et al., 1999) sont indiqués par 
des flèches. Les nombres indiqués entre parenthèse indiquent la position des acides aminés de 
début et de fin des domaines MATH de chacune des protéines. Les acides aminés conservés 
entre RTM3 et au moins une protéine TRAF sont grisés.  
(B) Prédiction en utilisant 4 programmes différents à partir du site NPS@ Web server 
(Network Protein Sequence @nalysis) du pôle bioinformatique lyonnais. Sec. Cons 
correspond à la prédiction consensus.. “h” indique une hélice, “e” indique un feuillet β et “c” 
indique un « random coil ». Les nombres au dessus de la séquence indiquent la position des 
acides aminés dans la séquence de la protéine RTM3. Le domaine « coiled coil » prédit entre 
les positions 216 et 293 est indiqué par la double flèche. La position de la mutation chez le 
mutant rtm3 est indiquée à la position 284 (en rouge). 
 
A 
 

TRAF2 (350-)    DGVFIWKISDFARKRQEAVAGRIPAIFSPAFYTSRYGYKMCLRIYLNGDGTGRGTHLSLF 
TRAF1 (265-)    DGTFLWKITNVTRRCHESACGRTVSLFSPAFYTAKYGYKLCLRLYLNGDGTGKRTHLSLF 
TRAF3 (414-)    NGVLIWKIRDYKRRKQEAVMGKTLSLYSQPFYTGYFGYKMCARVYLNGDGMGKGTHLSLF 
TRAF5 (384-)    NGKLIWKVTDYKMKKREAVDGHTVSIFSQSFYTSRCGYRLCARAYLNGDGSGRGSHLSLY 
RTM3  (6-)      DKKITWTIKNFASLLSD-------LIYSDHFVVG--GCKWHLRAYPKG--YNNANSLSLF 
 
 
 
 
TRAF2           FVVMKGPNDALLRWPFNQKVTLMLLDQ-NNREHVIDAFRPDVTSSSFQRPVNDMNIASGC 
TRAF1           IVIMRGEYDALLPWPFRNKVTFMLLDQ-NNREHAIDAFRPDLSSASFQRPQSETNVASGC 
TRAF3           FVIMRGEYDALLPWPFKQKVTLMLMDQGSSRRHLGDAFKPDPNSSSFKKPTGEMNIASGC 
TRAF5           FVVMRGEFDSLLQWPFRQRVTLMLLDQ-SGKKNIMETFKPDPNSSSFKRPDGEMNIASGC 
RTM3            LGVAVP-TSLPSGWRRHTKFRLTLVNQ---LSDKLSQSKLNELEQWFDEKTTNWGLSSMC 
 
 
 
 
TRAF2           PLFCPVSKMEA-KNSYVRDDAIFIKAIVDLTGL (501) 
TRAF1           PLFFPLSKLQSPKHAYVKDDTMFLKCIVETST  (416) 
TRAF3           PVFVAQTVLENG--TYIKDDTIFIKVIVDTSDL (565) 
TRAF5           PRFVAHSVLENAKNAYIKDDTLFLKVAVDLTDL (535) 
RTM3            P----LNEIH-AKDSGFLLNGE-LK-IVVEIKV (136) 

 

β1

β7

β8

β2

β6β5

β3 β4
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Figure 3 (suite): Prédiction de la structure secondaire de la protéine RTM3. 
 
B 
 
                                                                                           Domaine MATH 
                       ����-------------------------------------------------------- 
                   10        20        30        40        50        60        70 
                    |         |         |         |         |         |         | 
RTM3       MGKQFDKKITWTIKNFASLLSDLIYSDHFVVGGCKWHLRAYPKGYNNANSLSLFLGVAVPTSLPSGWRRH 
DSC        cccccccceeeeeeccccccccccccceeecccccceeeecccccccccceeeeeecccccccccccccc 
MLRC       cccccccceeeehhhhhhhhhhhcccceeeeccceeeeeecccccccccceeeeeecccccccccccccc 
PHD        ccccccceeeeeeecccccccccccccceeeecceeeeeeecccccccceeeeeeeeccccccccchhhh 
Predator   cccccccccchhhhhhhhhhhhhhccceeeeeccccccccccccccccccccccceeeeecccccccccc 
Sec.Cons.  cccccccceeeeehhhhhhhhhhcccceeeecccceeeeecccccccccceeeeeeeccccccccccccc 
 
           ---------------------------------------------------------------� 
                   80        90       100       110       120       130       140 
                    |         |         |         |         |         |         | 
RTM3       TKFRLTLVNQLSDKLSQSKLNELEQWFDEKTTNWGLSSMCPLNEIHAKDSGFLLNGELKIVVEIKVLETI 
DSC        ceeeeeeehhhhhhhhhhccccccchhccccccccccchhhhhhhcccccceeeccceeeeeeeeehhhh 
MLRC       cheehhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhccccccccccccchchccccccceeeccceheeeehhhhhhh 
PHD        eeeeeeeeecccccccccccchhhhhhhhccccccchhhhehhhhcccccceeeeceeeeeeeeeeeeee 
Predator   cccceeeeecccccccchhhhhhhhhhhcccccccccccccccccccccccccccccceeeehhhhhccc 
Sec.Cons.  c?eeeeeehhhhhccchhhhhhhhhhhhcccccccccchcchchccccccceeeccceeeeeehhhhhhh 
 
                  150       160       170       180       190       200       210 
                    |         |         |         |         |         |         | 
RTM3       GKLDVTEETSTITETVDVNGFQLLPSQAKSVSRMFAKHPELASDLRPKNPNLRTGYMSLLLSLIETLSQL 
DSC        cccccccccccccceeeeccccccccccccchhhhhcccchhhhhcccchhhhhhhhhhhhhhhhhhccc 
MLRC       ccccccccccceeeeeecccceeccchhhhhhhhhhccccchhcccccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhc 
PHD        eeccccccccccceeeeececeechhhhhhhhhhhhcchhhhhhccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhc 
Predator   ccccccccccceeeeeeccceeeccccchhhhhhhhcccccccccccccccccchhhhhhhhhhhhhhcc 
Sec.Cons.  ccccccccccceeeeeecccceeccchhhhhhhhhhccccchhcccccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhc 
 

                                                                                          Domaine “coiled coil”  
                ����--------------------------------------------------------------- 
                  220       230       240       250       260       270       280 
                    |         |         |         |         |         |         | 
RTM3       PQQMSKDDLLDAYDALGSMRDAGFKLDWLEKKLYEVSEKKENEEASETGLQEMEEELKDMKQKCLEMEAL 
DSC        hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhcccchhhhhhhhhhhhhhhhhccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh 
MLRC       cchcchhhhhhhhhhhhhhhhcccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh 
PHD        hhhcchhhhhhhhhhhhhhhhhcccchhhhhhhhhhhhhhhhhccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh 
Predator   ccccchhhhhhhhhccccccccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh 
Sec.Cons.  cchcchhhhhhhhhhhhhhhhhccchhhhhhhhhhhhhhhhhhchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh 
 
           -----------���� 
             rtm3 290        300 
              ↓    |          |  
RTM3       VEKEKAKVSTAKAPISFDDIV 
DSC        hhhhccccccccccccccccc 
MLRC       hhhhhhhhhhccccccccccc 
PHD        hhhhccccccccccccccccc 
Predator   hhhhhhhhhhccccccccccc 
Sec.Cons.  hhhhhhhhccccccccccccc 

 
 

J’ai pu identifier 71 gènes pour lesquels la protéine correspondante contient un ou 
plusieurs domaines MATH (Figure 4). Parmi ces gènes, 29 codent pour une protéine qui 
possède également un domaine CC (domaine plus large d’ailleurs que la structure CC 
proprement dite). De façon intéressante, j’ai pu également identifier une dizaine de protéines 
homologues à RTM3 qui ne contenaient qu’un domaine CC, sans domaine MATH, pour 
lesquelles les gènes correspondant sont situés dans des clusters comprenant des gènes avec 
domaine MATH et CC. Ainsi RTM3 est situé dans un cluster de gènes comptant 17 gènes 
avec domaines MATH et CC, 5 gènes avec un domaine CC uniquement et un gène avec un 
domaine MATH uniquement, suggérant que ces gènes ont subi des événements de duplication 
associés à des événements de délétion ou d’insertion. Il n’est donc d’ailleurs pas surprenant de 
constater que les gènes ayant des pourcentages d’identité les plus élevés avec RTM3 font 
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partie de ce cluster. Un schéma présentant la structure des protéines homologues à RTM3 est 
présenté sur la figure 5. 

A ce jour, aucune fonction n’a été attribuée à ces gènes (avec domaine MATH et/ou CC) 
chez Arabidopsis thaliana. L’implication de RTM3 dans le blocage du mouvement à longue 
distance des potyvirus est donc la première fonction connue de ce type de gène. 

Un papier décrivant le clonage de RTM3 et incluant des aspects fonctionnels 
présentés dans le paragraphe 2.4.3 devrait être soumis à PNAS dans les semaines à 
venir.  

 

Figure 4: Localisation des gènes homologues à RTM3 sur le génome d’Arabidopsis. Carte 
réalisée avec le « the chromosome map tool” du TAIR. Les flèches noires indiquent les gènes 
codant des protéines avec des domaines MATH et CC. Les flèches grises indiquent les gènes 
codant pour des protéines ne contenant que le domaine CC. Les chiffres en haut des 
chromosomes indiquent le numéro des chromosomes d’Arabidopsis 
 

RTM3
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Figure 5: Organisation schématique des protéines homologues de RTM3. En jaune : les 
domaines MATH ; en rose : les domaines CC 
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 2.2.4.3. Caractérisation des bases génétiques d’autres résistances au LMV 

Suite à mes travaux de phénotypage de quelques accessions d’Arabidopsis avec le LMV 
publiés en 2003 et à ceux de la thèse d’O. Sicard réalisés sur la collection des 24 accessions 
de Versailles, j’ai initié, en plus des travaux de cartographie et de clonage de RLM1 et RTM3, 
la caractérisation génétique d’autres résistances obtenues. L’objectif de ces analyses 
préliminaires était d’établir la base génétique de ces résistances, c'est-à-dire déterminer le 
caractère récessif ou dominant de chacune des résistances par l’analyse de populations F1 
ainsi que d’établir si possible le nombre de gènes impliqués à l’aide de populations F2 pour 
nous permettre ensuite d’identifier les projets de clonage positionnel.  

Pour cela, nous avons produit des populations F1 et F2 entre ces accessions résistantes et 
l’accession Ler sensible à tous les isolats de LMV, que j’ai inoculées avec l’isolat AF-199 de 
ce virus. Ces données montrent qu’au moins deux résistances seraient de nature récessive. La 
confirmation de ces données ainsi qu’une cartographie génétique grossière de ces deux 
résistances est actuellement menée sous ma responsabilité par Valérie Schurdi-Levraud (MC 
Université Bordeaux2), assistée de Patrick Cosson (IE) et Mélodie Bousquet (TR, recrutée 
dans notre groupe en septembre 2008). Si nous confirmons le caractère récessif de ces 
résistances, l’une d’entre elles (ou les deux si différentes et si force humaine suffisante !) fera 
l’objet d’un projet de clonage positionnel. 

Pour nous aider dans ces analyses de cartographie de gènes, nous sommes de plus en train 
de développer un panel de marqueurs moléculaires basés sur des microsatellites. Nous les 
choisissons de telle façon qu’ils soient répartis à intervalle régulier sur l’ensemble du génome 
d’Arabidopsis, qui soient le plus polymorphes que possible afin de pouvoir les utiliser dans 
des analyses de cartographie génétique entre le plus grand nombre d’accessions d’Arabidopsis 
que possible, en particulier au sein de la core 24 de la collection de l’INRA de Versailles que 
nous avons testée avec LMV et PPV. Ces marqueurs ont l’avantage d’être facilement 
exploitables en laboratoire (révélation sur gel d’agarose la plupart du temps) et de permettre 
de réaliser des cartographies génétiques grossières préalablement aux cartographies fines 
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conduisant au clonage positionnel des gènes d’intérêt. Ce travail est conduit sous ma 
responsabilité par P. Cosson et devrait être valorisé sous forme de publication début 
2010. 

 

2.2.5. Analyse fonctionnelle de la résistance RTM 

 2.2.5.1. Identification d’allèles RTM non fonctionnels pour la résistance au LMV 

Parallèlement au clonage de RTM3, nous avons démarré des études visant à comprendre 
comment ces gènes fonctionnaient. Dans un premier temps, nous avons voulu savoir pourquoi 
certaines accessions d’Arabidopsis n’étaient pas résistantes aux isolats viraux bloqués par les 
gènes RTM chez Col. Comme une mutation dans un des gènes RTM semble suffisante pour 
rendre inactive cette résistance, nous avons fait l’hypothèse que dans les accessions sensibles 
aux virus, au moins un allèle d’un des trois gènes RTM était muté et donc plus fonctionnel 
pour cette résistance. Nous avons donc entrepris le séquençage des gènes RTM1, RTM2 et 
RTM3 de la collection d’accessions de Versailles (Figure 6). Si RTM1 ne présente pas un 
grand nombre d’allèles distinct (4 allèles identifiés), RTM2 et RTM3 sont beaucoup plus 
variables (12 allèles pour RTM2 et 11 pour RTM3).  

Nous avons ensuite réalisé des tests de complémentation (ou test d’allélisme) en 
complémentant les mutants rtm avec l’allèle correspondant (lorsque cet allèle était bien 
entendu différent de l’allèle de Col) provenant d’une accession sensible. Pour cela, nous 
avons donc produit des F1 entre mutant rtm et accessions sensibles que nous avons inoculées 
avec LMV-AF199. Si la F1 se révélait sensible, cela signifiait que l’allèle rtm de l’accession 
sensible n’avait pas complémenté le mutant rtm correspondant et était donc un allèle ayant 
perdu sa fonction de résistance. En revanche si la F1 s’avérait résistante alors l’allèle rtm 
n’avait pas perdu sa fonction de résistance. Cette analyse nous a permis de montrer que 2 
allèles RTM1, 4 allèles RTM2 et 6 allèles RTM3 étaient des allèles ayant perdu leur fonction 
de résistance (Figure 6). De plus en fonction de la position des mutations dans ces allèles, 
nous avons pu pour certains cas déduire l’implication de certains domaines des protéines 
RTM dans la fonction de résistance. Ainsi le domaine jacaline ainsi que l’extrémité C-
terminale de RTM1, le domaine correspondant à une longue structure en hélice alpha ainsi 
que le domaine entre l’hélice et le domaine transmembranaire de RTM2 et les 2 domaines de 
RTM3 semblent impliqués dans la résistance.  

Pour confirmer que la perte de la fonction de résistance était bien liée aux mutations dans 
la protéine et non liée à un problème d’expression, des mesures de l’expression des 3 gènes 
RTM chez les accessions sensibles au LMV-AF199 sont en cours pour compléter ce travail. 

Un manuscrit décrivant l’ensemble de ces données est en cours de préparation 
(soumission envisagée fin 2009). 
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Figure 6: Séquences des protéines RTM1, RTM2 et RTM3 d’un ensemble d’accessions d’Arabidopsis. Seuls les acides aminés qui différent de la 
séquence de Col et leur position dans les protéines RTM de Col sont indiqués. La colonne « statut » indique si les allèles RTM sont des allèles de 
sensibilité (Sens) ou de résistance (Res) suite aux tests d’allélisme. nd= non déterminé (quand accessions résistantes au LMV) ; del= délétion. La position 
des différents domaines des protéines RTM est indiquée au dessus de la position des acides aminés. Les accessions en gras sont résistantes au LMV. 

 
RTM1 : 
                                                                                                                          ����-----------------------Domaine jacaline-----------------------------------���� 

Accessions 11 29 56 62 65 93 132 139 169 statut 
Col-0, Ws-2, Edi-0, Tsu-0, Ita-0, Can-0, Bur-0, Alc-0, Blh-1, Mh-1,  
Oy-0, Sha, Akita, Sakata, N13, Jea, Stw-0, Mt-0 , Cvi-0,  
Gre-0, Pyl-1, St-0, Ge-0 
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Figure 6 (suite): Séquences des protéines RTM1, RTM2 et RTM3 d’un ensemble d’accessions d’Arabidopsis  
 
RTM3 : 
 
                        ����------------------------Domaine MATH-------------------------��������--------------------------Domaine CC------------------------���� 
                                                 �--insertion--� 

 3 5 12 20 40 50     70 77 78 91 101 107 138 139 146 159 176 183 216 261 274 293 statut 
Col-0, Ler,  
Ws-2, Jea,  
Kn-0, Stw-0, 
Ita-0, N13 

K F T L A S     H L V N T S E T T N A S K Q C A Res 

Pyl-1, St-0 
 Y  P   G V G V   I T A  Q    E   K   Nd 

Bl-1, Gre-0, 
Sha, Akita,  
Mt-0 , Ct-1 

 Y  P V           P     E T  K  S Sens 

Sakata 
N   P V           P     E T  K  S Sens 

Tsu-0, Alc-0 
N   P V           P  I   E T    S Sens 

Edi-0, Mh-1, 
Oy-0 N   P V      R     P  I   E T   Y  Sens 

Ge-0 
   P                K   N    Nd 

Can-0 
   P               I        Nd 

Cvi-0 
   P                       Nd 

Bur-0  
  K P        P               Sens 

Blh-1 
   P  stop                     Sens 
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 2.2.5.2. Identification du déterminant viral impliqué dans le contournement de la 

résistance RTM 

Identifier le facteur viral impliqué dans le contournement de résistance est un élément 
déterminant pour mieux comprendre le mécanisme moléculaire contrôlant cette résistance. 
Dans le cas de la résistance RTM, nous avons pu développer deux approches, l’une avec le 
PPV et l’autre avec le LMV, qui nous ont conduits à identifier ce déterminant dans la région 
N-terminale de la capside (CP). La stratégie développée avec le PPV par V. Decroocq a 
consisté à travailler avec des virus chimères obtenus entre un isolat contournant et un autre ne 
contournant pas la résistance RTM. De mon coté avec le LMV, assisté de L. Svanella (AI) et 
P. Cosson (IE), j’ai exploité le fait qu’occasionnellement lors d’inoculation de Col, porteur de 
la résistance RTM, des plantes apparaissaient sensibles à ce virus. Après une à deux phases 
d’inoculation sur Col à partir de ces plantes infectées, j’arrivais à obtenir 100% de plantes 
sensibles, mettant en évidence la sélection de variants de LMV. Après séquençage de la 
région N-terminale de la CP (et séquençage complet d’un des variants pour s’assurer que 
d’autres mutations n’étaient pas en cause), nous avons identifié une mutation ponctuelle chez 
chacun des variants analysés engendrant un changement en acide aminé (Figure 7). Cette 
position était très souvent variable entre variants mais toujours située dans une même région 
d’une dizaine d’acides aminés à proximité du triplet DAG, motif conservé dans la région N-
terminale des CP de potyvirus. Conjointement aux expériences menées sur le PPV, ces 
données mettaient ainsi en évidence le rôle clef de cette région de la CP dans le 
contournement de la résistance RTM. Il est intéressant de noter ici que la CP, et en particulier 
le domaine N-terminal, avait d’ailleurs été impliquée dans le mouvement à longue distance 
des potyvirus (Dolja et al., 1995).  

 

Figure 7. Mutations identifiées dans différents variants de LMV capables de contourner 
la résistance RTM. Seule la séquence en acide aminé de l’extrémité N-terminal de la CP 
est représentée. « / » correspond à la jonction Nib/CP. - indique les acides aminés 
identiques à la séquence de LMV-AF199. 

 
LMV-AF199   Q/VDAKLDAGQGSKTDDKQKNSADPKDNIITEKGSGSGQVKKDDDINAGLHGKHTIPRTKA 
LMV-AFVAR1  -/---------D------------------------------------------------- 
LMV-AFVAR2  -/----------N------------------------------------------------ 
LMV-AFVAR3  -/-------------G--------------------------------------------- 
 

 

L’ensemble de ces données a fait l’objet d’une publication actuellement « sous 
presse » dans MPMI. 

 

2.2.5.3. Etude des interactions protéine-protéine impliquées dans la résistance RTM 

Après avoir cloné RTM3 et identifié la CP comme facteur viral du contournement de la 
résistance RTM, nous avons récemment engagé des expériences pour tenter de mettre en 
évidence des interactions entre les différents facteurs de plante et viraux impliqués dans ce 
mécanisme de résistance. L’approche la plus simple à mettre en œuvre pour ce type d’étude 
est l’utilisation du système double-hybride chez la levure. Nous avons donc testé par cette 
technique les interactions potentielles entre les 3 protéines RTM et les CP du LMV et PPV.  

Les résultats obtenus (Figure 8A) montrent que : 
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- RTM1 interagit faiblement sur elle-même, confirmant ainsi les résultats publiés par 
l’équipe de Carrington (Chisholm et al. 2001) 

- RTM3 interagit fortement avec elle-même 

- RTM3 interagit fortement avec RTM1 

- Le domaine CC de RTM3 interagit fortement sur lui-même 

- RTM2 n’interagit ni avec elle-même ni avec les autres protéines RTM ou les CP 
virales 

- Aucune des protéines RTM n’interagit avec les CP du LMV ou PPV (CP issue 
d’isolats contournant ou non contournant). 

Ces premiers résultats d’interaction semblent indiquer que les protéines RTM 
pourraient former un complexe, composé au minimum de RTM1 et RTM3. Ces données 
d’interaction produites par le système double-hybride ont aussi été confirmées in planta en 
utilisant la technique de « Bimolecular Fluorescence Complementation » (BiFC) sur cellules 
d’épidermes d’oignons (Figure 9). 

Afin dévaluer l’importance de ces interactions dans le mécanisme de la résistance, 
nous avons également testé les interactions entre la protéine RTM3 issue du mutant rtm3 qui 
du fait de la mutation est sensible au LMV, TEV et PPV, ainsi que l’allèle RTM1 de 
l’accession Ler, identifié lors des tests d’allélisme décrits ci-dessus comme étant un allèle 
ayant aussi perdu sa fonction de résistance.  

De façon intéressante, la forme RTM3 mutée n’est plus capable d’interagir avec 
RTM1 mais reste capable d’interagir sur elle-même (Figure 8B) alors que la forme RTM1 de 
Ler reste capable d’interagir aussi bien avec RTM3 qu’avec elle-même. Ces résultats 
indiquent donc que l’interaction RTM1-RTM3 est nécessaire pour la résistance mais 
indiquent aussi que la région C-terminale de RTM1 tout en étant non impliqué dans 
l’interaction avec RTM3, intervient dans le mécanisme de la résistance. Identifier le rôle de 
cette extrémité C-terminale de RTM1 est évidemment une perspective fort excitante.  

Ces dernières expériences d’interaction avec RTM3 du mutant rtm3 ont été pour 
l’instant uniquement réalisées en double-hybride et sont en cours de réalisation in planta par 
l’approche BiFC.  

L’ensemble des données d’interactions présentées ici seront incluses dans le papier 
« RTM3 ». 
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Figure 8 : Expériences de double-hybride avec les protéines RTM   
A. Expériences d’interaction entre les protéines RTM sauvages. 6 répliquâts de chaque 

combinaison de co-transformation ont été repiqués sur milieu –LT (contrôle de co-
transformation), -LTH et –LTHA (milieux de sélection des interactions). C- indique les 
contrôles négatifs et C+ indiquent les contrôles positifs. Les clones dans le vecteur pGAD-
T7 sont indiqués à l’horizontale et les clones dans le vecteur pGBK-T7 sont indiqués à la 
verticale 

B. Expériences d’interaction avec la protéine RTM3 mutée issues du mutant rtm3. Pour 
chaque combinaison le premier clone indiqué est dans le vecteur pGAD-T7 et le second 
dans pGBK-T7. pGAD-T et pGBK-53 sont les contrôles fournis par Clontech utilisés 
comme contrôle positif. pGAD et pGBK sont respectivement les plasmides vides pGAD-
T7 et pGBK-T7 utilisés comme contrôle négatif d’interaction.  

-LT

RTM3         RTM2          RTM1 RTM3         RTM2          RTM1 RTM3         RTM2          RTM1

RTM1

RTM2

RTM3

C+C- C- C+ C+C-

-LTH -LTHA

RTM1/RTM3

RTM3/RTM3

rtm3/RTM3

pGAD/RTM3

RTM1/rtm3

RTM3/rtm3

rtm3/rtm3

pGAD/rtm3

pGAD-T/pGBK-53

RTM1/pGBK

RTM3/pGBK

rtm3/pGBK

pGAD/pGBK

-LTHA

A

B

 

 

Figure 9 : Expériences d’interaction entre les protéines RTM1 et RTM3 en BiFC. Images 
réalisées en microscopie confocale (avec un Leica TCS SP2) avec l’objectif x40 de cellules 
d’épiderme d’oignon co-transformées par biolistique et excitées à 514 nm afin d’observer 
la YFP.  

 

 
RTM3/RTM3  RTM1/RTM1   RTM1/RTM3 
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 2.2.6. Analyse du transcriptôme de plantes infectées par des potyvirus 

En parallèle de l’approche génétique qui consiste à aller du phénotype au gène, j’ai 
aussi développé au laboratoire une approche d’analyse du transcriptôme de plantes infectées 
par des potyvirus. Ce projet a été développé fin 2002 en collaboration avec Carole Caranta 
(GAP INRA Avignon) afin d’analyser et comparer les transcriptomes de la tomate et 
d'Arabidopsis infectées par un même potyvirus, le virus de la marbrure du tabac (TEV). Les 
principaux objectifs de ce projet étaient : 

• L’identification de gènes dérégulés d'une part par l’infection virale et d'autre part en 
relation avec la symptomatologie; 

• La caractérisation de la cinétique de régulation de ces deux types de gènes; 

• L’identification de régulations transcriptionnelles communes à deux dicotylédones 
différentes, ou au contraire propres à l'une d'entre elles; 

• La cartographie et étude de conservation de synténie des gènes régulés par l’infection 
virale chez Arabidopsis thaliana et chez la tomate ; 

• Evaluer une corrélation entre la cartographie de ces gènes et celle de gènes et QTL connus 
en relation avec l’infection par un potyvirus.  

Nous avons pu bénéficier pour ce projet Aratom (pour ARAbidopsis et TOMate) d’un 
financement postdoctoral de décembre 2002 à novembre 2003 par le Ministère de la recherche 
(recrutement de Xiaoyan Feng, postdoc chinoise, qui a partagé son séjour entre Avignon et 
Bordeaux), et d’une aide financière de quelques k€ provenant de l'Action Transversale 
Structurante Tomate de l’INRA. Après avoir identifié au moins une souche de TEV infectant 
les deux espèces végétales et avoir réalisé la cinétique d’infection de cette souche virale dans 
ces plantes, nous avions décidé de mener successivement 2 approches pour l’identification de 
gènes dérégulés au cours de l’infection, la technique de cDNA-AFLP, réalisée à Avignon et 
l’hybridation de microarays, réalisée à Bordeaux.. Les hybridations des microarrays de tomate 
ont été réalisées au niveau de la plateforme de génomique fonctionelle à l’IBVM et celles 
d’Arabidopsis à l’INRA d’Evry. L’analyse a été effectuée à la fois sur feuilles inoculées et sur 
feuilles supérieures. Environ 600 gènes dont l’expression était modifiée ont été détectés chez 
la tomate et plus de 1600 chez Arabidopsis dont 90% sur feuilles inoculées et seulement 10% 
au niveau des feuilles supérieures, ceci chez les deux espèces étudiées. Un petit nombre 
seulement de gènes communs aux deux espèces ont été identifiés, en partie lié à la proportion 
beaucoup plus faible des gènes totaux de tomate représentée sur les microarrays utilisées. Les 
modifications d’expression de quelques gènes ont été validées chez la tomate par RT-PCR 
semi-quantitative lors du stage de DESS de Maud Rivard en 2004. 

Suite au bref séjour de X. Feng, ce projet n’a pas été immédiatement poursuivi faute de 
moyen humain et il n’a été repris qu’à partir de 2006 par V. Schurdi-Levraud (MC 
Bordeaux2), à un moment où elle a du réaliser un changement thématique.  

Nous avons décidé, non pas de réaliser une validation des données de microarrays par 
une approche classique de qRT-PCR sur quelques gènes, mais de valider ces données en 
répétant des analyses de microarrays sur plusieurs pathosystèmes potyvirus/Arabidopsis. Par 
cette approche nous pouvions ainsi valider un panel de gènes retrouvés en commun dans 
plusieurs pathosystèmes lors d’infection avec des potyvirus. Pour cela, nous avons de 
nouveau hybridé des lames CATMA d’Arabidopsis en collaboration avec l’URGV d’Evry à 
partir d’ARN totaux issus de feuilles inoculées avec le TEV (virus utilisé lors de la première 
expérience), le LMV et le PPV sur la même accession d’Arabidopsis, Ler. L’analyse a révélé 
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d’une part qu’une grande proportion des gènes dérégulés lors de la première expérience avec 
le TEV l’était aussi dans cette deuxième expérience, et d’autre part que plusieurs dizaines de 
gènes dérégulés étaient identifiés en commun dans les 3 pathosystèmes analysés (Figure 10).  

Afin de distinguer parmi ces gènes dérégulés ceux dont la dérégulation est une 
conséquence de l’infection virale de ceux qui ont un rôle actif lors de l’infection, nous avons 
opté pour analyser plusieurs dizaines de lignées KO. Ces lignées correspondent 
principalement à des gènes dérégulés identifiés dans les 3 pathosystèmes décrits et aussi 
identifiés dans des travaux publiés. Près de 70 lignées ont été récupérées et génotypées. Nous 
nous heurtons malheureusement depuis 1 an à un problème de phénotypage de ces lignées. En 
effet, nous avons choisi pour une lecture simple du phénotype sur feuille inoculée d’utiliser 
un virus étiqueté avec le gène GUS permettant de révéler et quantifier les foyers d’infection. 
Des essais avec le TEV-GUS ou le PPV-GUS montrent que sur Columbia (parent dont sont 
issues les lignées KO), le nombre de foyers d’infection varie de 0 à 2 en moyenne ce qui est 
faible pour une comparaison significative avec des lignées qui seraient devenues résistantes 
(indiquant que le gène muté est essentiel pour l’infection virale). Nous sommes en train de 
modifier les paramètres d’inoculation en concentrant notamment l’inoculum viral pour 
espérer avoir un phénotype d’infection efficace sur Col. Ces données seraient en effet 
particulièrement utiles pour pouvoir raisonnablement bien valoriser ce travail, sachant que 
peu d’études de transcriptomique publiées ont présenté des données d’analyse de lignées KO 
de gènes dérégulés.  

Si l’analyse de ces lignées KO ne montre aucune implication directe d’un ou plusieurs 
gènes dérégulés lors de l’infection virale, nous pourrons clore ce projet. En revanche, si nous 
identifions au moins un gène montrant, suite à l’analyse du KO correspondant, son 
implication potentielle dans l’infection virale (KO résistant au virus) ou dans les réactions de 
défense (KO avec une sensibilité accrue), nous développerons une analyse approfondie de 
ce(s) gène(s). 



 118 

Figure 10 : Répartition des gènes dont l’expression est modifiée lors d’infection virale 
par le TEV, LMV et PPV . Le nombre entre parenthèses qui suit le nom des virus correspond 
au nombre total de gènes dérégulés pour un virus donné. 
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Suite au criblage d’accessions d’Arabidopsis avec le LMV et le PPV, nous avons 
identifié un panel de résistance dont le phénotype se caractérise par une absence de 
mouvement à longue distance des virus bien qu’une multiplication virale soit détectée dans 
les feuilles inoculées. Mise à part la résistance RTM sur laquelle j’ai investi une partie des 
forces de mon groupe, aucune autre résistance de ce type n’a pour l’instant été caractérisée 
par d’autres équipes (Scholthof, 2005 ; Gomez et al., 2009). L’étape même du mouvement à 
longue distance des potyvirus est actuellement très mal connue sans qu’aucun facteur de 
plante impliqué dans ce processus biologique n’ait été identifié jusqu’à présent (Gomez et al., 
2009). 

Le projet que je me propose de développer visera ainsi à poursuivre et à développer un 
ensemble d’approches (génétique, biologie moléculaire et biochimique) dans l’objectif 
d’identifier des facteurs de l’hôte impliqués dans le mouvement à longue distance des 
potyvirus et de déterminer la fonction de ces facteurs afin d’élucider le ou les mécanismes 
moléculaires qui gouvernent cette phase du mouvement à longue distance à la fois lors 
d’interaction compatible (infection virale) que lors d’interaction incompatible (blocage de ce 
mouvement). Cette thématique comme celles développées dans le reste de l’équipe s’inscrit 
dans le champ thématique 1 « Génomique fonctionnelle et biologie intégrative des 
interactions biotiques autour de la plante cultivée », OP3 « Mécanismes du pouvoir pathogène 
des bioagresseurs et réactions de défense des hôtes (plantes, insectes) » du département SPE 
de l’INRA. 

 

 1. Caractérisation génétique de résistance bloquant le mouvement à longue distance 
du LMV 

Identifier par clonage positionnel d’autres facteurs de résistance sera un axe majeur du 
projet. Comme présenté dans la partie 2.3.3., nous ciblerons les résistances qui bloquent le 
mouvement systémique du LMV, qu’elles soient dominantes ou récessives.  

Nous avons déjà établi la base génétique d’une partie importante des résistances 
identifiées lors du criblage de la core24 avec LMV-AF199 avec en particulier l’identification 
de 2 résistances récessives. Nous poursuivrons cette caractérisation génétique, en particulier 
pour savoir si ces résistances sont gouvernées par les mêmes gènes ou des gènes distincts. 
Dans le cas des résistances dominantes, nous établirons si ces résistances sont dépendantes ou 
indépendante des gènes RTM en analysant des populations F2 à l’aide de marqueurs 
moléculaires à proximité de ces gènes. 

Nous envisageons également de caractériser des résistances sur une deuxième collection 
d’accessions d’Arabidopsis pour laquelle des milliers de SNP ont été développés pour des 
analyses de cartographie (Clark et al., 2007).  

Il est évident que même si potentiellement ces analyses ouvrent un nombre important de 
projet de clonage positionnel, nous ne ciblerons que quelques gènes. En effet, à la fois la taille 
modeste de l’équipe ainsi que la possibilité de ne réaliser des analyses qu’à moyen débit, ne 
permet pas d’envisager plusieurs clonages simultanément. De ce fait, nous nous attacherons 
dans un premier temps à l’une des 2 résistances récessives identifiées dans la core 24. 

Nous continuerons également à analyser la base génétique de la résistance RTM sur Col-
0. En effet, le criblage d’une banque de mutant de Col-0 par l’équipe de Carrington avait 
révélé 3 gènes RTM. En analysant une population F2 puis des RILs entre Col-0 et l’accession 
Nd, sensible à LMV-AF199, une cartographie préliminaire met en évidence l’implication de 
trois gènes. Si un de ces gènes a pu être cartographié à proximité de RTM3, les 2 autres ne 
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sont absolument pas liés à RTM1 et RTM2. Cela laisse donc supposer qu’au moins 2 autres 
gènes différents des 3 gènes RTM identifiés seraient aussi impliqués dans la résistance RTM. 
De ce fait, nous réaliserons une analyse de différentes populations F2 produites entre Col-0 et 
des accessions sensibles au LMV afin de voir si nous pouvons révéler par cette approche 
d’autres gènes RTM.  

Pour cette partie, sont impliqués V. Schurdi-Levraud, MC Université Bordeaux2, 
généticienne de formation, P. Cosson, IE, expert en génétique moléculaire et M. Bousquet, 
TR, impliquée dans le phénotypage des populations d’Arabidopsis. 

 

 2. Identification de facteurs de plante impliqués dans le mouvement à longue 
distance des potyvirus : le projet « Viromouv » 

En France, très peu de groupe travaillent sur le mouvement à longue distance des virus 
de plante. Deux équipes travaillent sur des virus qui sont restreint aux tissus vasculaires et qui 
appartiennent au genre Polerovirus, l’équipe de Véronique Brault, travaillant dans l’équipe 
« virologie-vection » de l’UMR « santé de la vigne et qualité du vin » à l’INRA de Colmar et 
l’équipe de Véronique Ziegler-Graff travaillant dans l’équipe « virologie intégrative » à 
l’IBMP à Strasbourg. Je leur ai proposé une collaboration afin de proposer un projet au 
programme de génomique de l’ANR en 2008. Ce projet intitulé « Identification de facteurs de 
l’hôte impliqués dans le mouvement à longue distance des virus de plante » a été retenu et 
j’en assure la coordination. Ce projet a démarré début 2009 et se terminera fin 2011. 
L’objectif est d’identifier des facteurs des tissus phloémiens impliqués dans l’étape du 
mouvement à longue distance de nos 2 modèles viraux, le LMV pour les potyvirus et le Beet 
western yellow virus (BWYV) pour les polérovirus en utilisant des approches biochimiques et 
moléculaires. 

Ce projet est structuré en 5 phases : 

Phase 1 : Production d’une banque ADNc de cellules compagnes d’Arabidopsis 

Il s’agit ici en utilisant une technique de microdissection laser d’isoler des cellules 
compagnes (cc) marquées à la GFP (exprimé à l’aide d’un promoteur spécifique des ces 
cellules dans l’accession Col-0, Ivashikina et al., 2003), d’en extraire les ARN totaux et de 
synthétiser une banque d’ADNc dans un vecteur double-hybride. Cette phase est réalisée à 
Strasbourg dans le cadre d’une thèse ayant démarré en mars 2009. 

Nous avons également prévu de réaliser un séquençage massif de l’ordre de 15 000 
clones de cette banque afin d’avoir une connaissance plus précise de l’identité des gènes 
exprimés dans les tissus phloémiens. 

Phase 2 : criblage avec le système double-hybride de la banque d’ADNc de cc à 
l’aide d’appâts viraux 

En utilisant le système double-hybride chez la levure, nous criblerons cette banque 
ADNc en utilisant pour chacun des deux virus les protéines virales pour lesquelles 
l’implication dans le mouvement à longue distance a été démontrée. Dans le cas du LMV qui 
me concerne, ce criblage sera réalisé avec la CP, HC-Pro et la VPg (Revers et al., 1999). 

Une fois une première liste de candidats établie suite à ce criblage (après confirmation 
des interactions en double-hybride et test de spécificité de l’interaction), nous développerons 
une ou plusieurs approches visant à confirmer l’interaction in planta (par co-
immunoprécipitation, BiFC, etc.). 

Phase 3 : Identification de gènes phloémiens dérégulés lors de l’infection virale 
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Les ARN totaux de cc seront extraits à partir de plantes saines, infectées par le LMV 
et infectées par le BWYV et seront utilisés pour hybrider des microrrays d’Arabidopsis 
(lames CATMA, collaboration avec l’équipe de JP Renou à l’INRA d’Evry). A l’issue de ces 
analyses, nous dresserons une liste de gènes dérégulés au cours de l’infection avec chacun des 
deux virus, en dressant éventuellement une liste de gènes communs aux deux virus testés. 
Ensuite, une sélection de quelques dizaines de gènes sera effectuée pour une validation de la 
dérégulation par qRT-PCR. Nous prendrons en charge à Bordeaux les gènes dérégulés lors de 
l’infection avec le LMV.  

Phase 4 : Identification de facteurs de l’hôte interagissant avec les virions 

Nous envisageons de développer plusieurs approches pour tenter d’identifier des 
facteurs d’Arabidopsis qui interagissent directement avec les virions. 

Une première approche consistera à révéler des protéines qui co-purifient avec le 
virus. Des résultats préliminaires semblent montrer que des protéines de plante restent 
accrocher au virus durant la purification. Si c’est le cas, nous montrerons par divers approches 
s’il y a bien interaction spécifique entre particules virales et ces protéines de plante 

Une deuxième approche consistera à fractionner par différentes méthodes des extraits 
de protéines totales d’Arabidopsis produits à partir d’inflorescences dans lesquelles les tissus 
phloémiens sont relativement abondants et de réaliser des far-westerns avec du virus purifié.  

Enfin une troisième approche que nous développerons est de réaliser une 
chromatographie d’affinité en utilisant du virus purifié sur lequel nous ferons passer de 
l’extrait de plante. 

Pour l’ensemble de ces approches, si des facteurs de plante interagissant avec les 
virions sont identifiés, nous tenterons de révéler de la colocalisation de ces protéines avec le 
virus en combinant des marquages avec des fluorophores et de l’immunolocalisation. 

Phase 5 : Analyse fonctionnelle des candidats identifiés 

La phase finale du projet consistera à démontrer ou non que ces différents facteurs 
interagissant avec les virions ou les facteurs viraux impliqués dans le mouvement à longue 
distance ont un rôle actif dans cette étape du cycle viral. 

Pour cela, nous travaillerons soit avec des lignées KO correspondant aux gènes qui 
codent pour ces facteurs si elles sont disponibles soit avec des lignées obtenues par RNAi. 
Ces lignées seront donc inoculées avec LMV et BWYV et nous suivrons l’infection virale 
pour savoir si dans ces lignées le mouvement à longue distance de ces virus est bloqué ou 
non.  

Si nous arrivons à identifier de tels facteurs, nous examinerons de plus près leur 
localisation cellulaire et subcellulaire, leur expression en condition saine et infectée, éléments 
qui permettront de déboucher sur de nouvelles études sur ces facteurs afin d’apporter des 
éléments de compréhension sur leur mode d’action dans le mouvement à longue distance de 
nos virus modèles. Ces études seront développées postérieurement au projet Viromouv. 

Pour réaliser ce projet, je suis assisté de L. Sofer, TR à 60% sur ce projet, en 
particulier sur la phase 2, de B. Doublet, TR et T. Michon, CR1, tout deux sur la phase 4 et de 
V. Schurdi-Levraud sur la phase 3. Deux M2 et une thèse sont également prévus. 

 

 3. Etude fonctionnelle des facteurs de l’hôte impliqués dans le mouvement à longue 
distance des potyvirus 
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A ce jour, seuls les facteurs de résistance RTM ont été clonés et nous poursuivrons 
naturellement l’analyse fonctionnelle de ces facteurs afin de mieux comprendre le mécanisme 
moléculaire du blocage du mouvement à longue distance des potyvirus qui peut ouvrir des 
pistes pour la compréhension même du mouvement à longue distance de ces virus. 

Parmi les questions auxquelles nous aimerions répondre, au moins trois me semblent 
prioritaires : 

1. Dans quel type cellulaire et au niveau de quel compartiment cellulaire, le blocage du 
mouvement à longue distance des virus se met en place  

2. Avec quel(s) facteur(s) de plante les particules virales (ou complexe 
ribonucléoprotéique) dont le mouvement est bloqué interagissent-elles ? (Facteurs/complexe 
RTM ? autre facteur ?) 

3. Les protéines RTM forment-elles véritablement un complexe in planta et dans quel 
compartiment cellulaire sont-elles localisées ? 

L’hypothèse de travail sur laquelle nous nous appuierons est celle d’un complexe 
RTM, composé d’au moins RTM1 et RTM3 d’après nos données d’interaction protéine-
protéine en double-hybride et en BiFC, qui pourrait séquestrer les particules virales. Cette 
interaction pourrait s’établir via la région N-terminale de la CP, puisque nous l’avons 
identifiée comme la région impliquée dans le contournement de la résistance RTM, 
empêchant ainsi le virus d’atteindre les tubes criblés du phloème et donc de mouvoir à longue 
distance. On peut facilement imaginer que ce complexe RTM soit associé à une membrane 
puisque RTM2 possède un domaine transmembranaire à son extrémité C-terminale. Mais 
comme pour l’instant aucune interaction n’a été révélée entre protéine RTM et CP 
(uniquement testé pour l’instant en double-hybride), on peut également imaginer que d’autres 
facteurs cellulaires assurent le lien entre virus et complexe RTM. 

Pour répondre à ces questions, différentes expériences sont envisagées : 

- Production des protéines RTM en fusion avec différents fluorophores qui vont 
permettre de réaliser soit en système épiderme d’oignon ou agroinfiltration de 
feuilles de tabac: 

o De la localisation et co-localisation des 3 protéines RTM (à l’aide notamment 
de marqueurs moléculaires ciblant les différents compartiments cellulaires). 
Ces expériences devraient nous indiquer en particulier si RTM2 est associé à 
des membranes et si les 3 protéines RTM co-localisent 

o Des études d’interaction via des approches de type Fret/Flim (éventuellement 
couplé à du BiFC pour révéler une interaction entre les 3 protéines) 

- Test d’interaction entre CP du LMV et protéines RTM par BiFC sur cellules 
d’épidermes d’oignon (en émettant l’hypothèse qu’en système levure, toutes les 
modifications post-traductionnelles apportées sur les protéines testées ne sont pas 
équivalentes à celles se produisant in planta, expliquant l’absence d’interaction 
CP-RTM en double-hybride) 

- Révélation d’interaction entre virus et protéines RTM par far-western à partir de 
protéines RTM purifiées en système bactérien et de virus purifié. 

- Immunomarquage du LMV pour identifier le site du blocage du virus dans les 
tissus phloémiens d’Arabidopsis 

- Co-localisation du LMV avec les protéines RTM à partir d’Arabidopsis produisant 
les protéines RTM fusionnées à la GFP et dont les gènes sont exprimés sous 
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contrôle de leur propre promoteur (lignées disponibles pour RTM1 et RTM2, en 
cours d’obtention pour RTM3). 

Nous possédons également une banque d’ADNc dans le vecteur double-hybride pGAD-
T7, produite à partir de protoplastes de cellules compagnes d’Arabidopsis (ce qui ne sera pas 
le cas de la nouvelle banque produite dans le cadre du projet Viromouv qui évitera de passer 
par ce stade stressant d’isolement des cellules végétales), fournie par V. Brault. Nous avons 
initié un criblage de cette banque avec RTM1 dans l’optique d’identifier des facteurs 
cellulaires impliqués dans le mécanisme de la résistance RTM, voire directement dans le 
processus du mouvement à longue distance si on émet l’hypothèse que le complexe RTM 
pourrait aussi priver le virus de facteurs nécessaires à ce mouvement, en les piégeant et de ce 
fait les empêchant d’interagir avec les particules virales. Parmi les protéines péchées par cette 
approche, nous avons identifié RTM1. Cette donnée confirme l’interaction de cette protéine 
sur elle-même et d’autre part démontre que nous ciblons bien des protéines des tissus 
phloémiens.  

Nous étendrons le criblage de cette banque ou de celle produite dans le cadre du projet 
Viromouv, dès que celle-ci sera disponible, avec RTM2 et RTM3 mais aussi avec la CP 
puisque cette protéine est à la fois un facteur viral nécessaire au mouvement à longue distance 
des potyvirus mais également le déterminant de contournement de la résistance RTM. Le 
criblage avec la CP étant programmé dans le projet Viromouv à partir d’une CP d’isolat de 
LMV infectant Col-0 (donc contournant la résistance RTM), nous réaliserons également un 
criblage avec une CP de LMV ne contournant pas la résistance RTM (Ces CP ne différant que 
par un seul acide aminé dans la région N-terminale). Nous espérons ainsi observer un 
différentiel d’interaction entre ces deux CP qui pourront déboucher sur l’identification de 
facteurs clefs impliqués soit dans le mécanisme de la résistance soit dans le mécanisme du 
mouvement proprement dit. 

En fonction du nombre de candidats identifiés lors de ces criblages par double-hybride, 
de la spécificité des interactions obtenues et de la fonction connue ou putative des protéines, 
une sélection de candidats nous paraissant les plus intéressants sera réalisée. Nous testerons 
pour ces candidats si les interactions observées en double-hybride se produisent aussi in 
planta par des approches évoquées plus haut (BiFC, Co-IP, Flim). Si c’est le cas, des lignées 
KO ou silencées correspondant à ces candidats seront inoculées avec le LMV pour voir si une 
infection systémique se met en place. Si des candidats s’avèrent être directement impliqués 
dans le processus de la résistance RTM ou dans le mouvement à longue distance, cela ouvrira 
de nouvelles perspectives d’études fonctionnelles de ces facteurs. 

Pour accomplir cette partie, j’ai déposé un sujet de thèse auprès de l’école doctorale 
« sciences de la vie » de Bordeaux2 pour la rentrée 2009/2010 mais cela va dépendre du 
classement des étudiants ayant choisi ce sujet lors du concours de l’école doctorale, dans la 
mesure où je n’ai pu avoir de financement (cette partie, hormis le criblage de la banque de cc 
par la CP de LMV, n’est pas intégré à Viromouv). L. Sofer est aussi largement investi sur 
cette partie. 

 

 

L’ensemble de ces données devrait apporter des éléments significatifs pour la 
compréhension de ce mécanisme de résistance et du mécanisme du mouvement à longue 
distance des potyvirus. L’identification de tels facteurs impliqués directement dans ces 
processus biologiques est non seulement importante d’un point de vue fondamental puisque 
cela apportera des éléments majeurs pour une meilleure compréhension des interactions 
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moléculaires plante/virus mais revêt également un intérêt plus appliqués. En effet ces facteurs 
de plante seront des cibles privilégiées pour leur utilisation en lutte génétique chez des 
espèces d’intérêt agronomique. Cela passera par l’identification des orthologues chez ces 
espèces d’intérêt puis par la génération d’allèles de résistance soit en exploitant la biodiversité 
de l’espèce soit par criblage de collection de mutants obtenus par TILLING.  

Enfin il est concevable de penser que l’identification de tels facteurs puisse apporter des 
éléments de connaissance sur leur rôle putative dans la physiologie normale de la plante 
notamment dans le transport de macromolécules dans les tissus vasculaires. 
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BILAN DE MON ACTIVITE DE RECHERCHE 

 

L’analyse de pathosystèmes Arabidopsis/potyvirus dans laquelle je me suis engagé 
depuis 2000 a ouvert la voie vers des projets d’identification d’un nombre important de gènes 
impliqués dans les interactions plante/potyvirus. En effet depuis que j’ai introduit Arabidopsis 
dans nos études, plusieurs chercheurs du laboratoire ont développé des projets en utilisant le 
couple Arabidopsis/LMV comme modèle d’étude au travers de diverses approches qu’elles 
soient moléculaires, biochimiques ou génétiques, toutes dans l’objectif de décortiquer les 
mécanismes moléculaires qui gouvernent les interactions plante/virus. 

De mon coté en étant virologiste moléculaire à la base, j’ai pu, grâce à des 
collaborations multiples, notamment avec des généticiens, développer au laboratoire des 
projets de caractérisation génétique de gènes de plante. Cela s’est traduit par l’aboutissement 
d’un premier clonage positionnel qui est celui du gène RTM3. Ce premier clonage nous a 
permis de mettre en place une méthodologie et de mettre au point un dispositif expérimental 
pour mener à bien ce type de projet. J’ai de plus bénéficié d’un renforcement, bien que tardif, 
en ITA (1 IE et 1 TR en 2006 et 1 TR fin 2008) qui permet forcément d’être beaucoup plus 
efficace en termes de rendement. 

La disponibilité de moyen humain suffisant fut certainement un frein important à un 
développement plus rapide de ces projets et par conséquent un frein à une production 
scientifique plus importante. En effet jusqu’en 2006, aucune aide technique n’a pu venir en 
soutien sur mes projets car tout simplement au sein de notre groupe composée de 6 
chercheurs, nous n’avions qu’une IE et un TR (et 1 TR dédié aux purifications de protéines). 
Le message de renfort du dispositif humain est enfin passé au sein de notre hiérarchie qui 
s’est traduit par des recrutement en 2006 et 2008. 

Il a aussi été relativement difficile d’attirer des étudiants sur cette thématique de 
génétique. Le problème de recrutement d’étudiants ne s’arrange d’ailleurs pas malgré la 
proposition de sujets en lien avec des études fonctionnelles que ce soit en thèse ou en M2.  

Devenir très attractif semble être la clef de la réussite à la fois pour attirer du monde et 
pour faire financer sa recherche. Quel challenge !! En espérant que cela suffise ! Et je suis 
bien conscient que cela passera par une production scientifique de qualité, en publiant en 
particulier dans des journaux à IF plus élevés que MPMI qui est une revue où j’ai publié la 
plupart de mes derniers papiers. J’espère être sur le bon chemin avec la publication prochaine 
du clonage de RTM3 et les résultats qui sortiront des projets en cours 

Collaborer plus intensément sera aussi cruciale. Une partie du succès du projet 
Viromouv auprès de l’ANR est pour moi liée au partenariat affiché avec les équipes de 
Colmar et de Strasbourg puisque la soumission les années précédentes de projets sur des 
thématiques proches mais sans partenaire n’avait pas été couronnée de succès. Les 
collaborations locales en particulier avec les autres équipes de l’IBVM et les plateformes 
technologiques (génotypage, imagerie, etc.) seront aussi un atout important. Il faudra aussi 
s’ouvrir au niveau européen en tentant autour de ces projets les quelques équipes travaillant 
sur les interactions plantes/virus. A condition bien entendu que les virus de plantes soient 
parmi les priorités de l’Europe ! 

Dans ce contexte, il est clair que dans le cadre du projet que je présente il faudra aussi 
faire des choix sur les gènes et facteurs végétaux à étudier, chacun ouvrant potentiellement sur 
autant de nouveaux projets (clonage, études fonctionnelles, etc.). Il me faudra tenir compte 
pour cela à la fois des moyens humains et financiers disponibles mais aussi du contexte et de 
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la politique scientifique conduite à la fois localement (équipe de virologie, IBVM, région) et 
nationale (département SPE, INRA, ministère de tutelle).  
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