Cet article est publié en open access sous licence CC-BY-NC-ND.

doi:10.1684/vir.2023.1012 © 2023, John Libbey Eurotext. Publié par John Libbey Eurotext.

Revue

Virologe

Virologie 2023, 27 (4): 225-237

Role des facteurs d’initiation de la traduction

4E dans la résistance des plantes aux potyvirus :
de la découverte des résistances naturelles

a I’édition des genes

elF4E-mediated resistance to potyviruses in plants: from natural alleles

to edited genes

Jean-Luc Gallois'
Sylvie German-Retana?
" Inrae, GAFL, Montfavet, France

2 UMR 1332, Biologie du fruit

et pathologie, Inrae,

Univ. Bordeaux, Equipe de Virologie,
71 avenue Edouard-Bourlaux,

CS 20032, 33882 Villenave d’Ornon
cedex, France

Atrticle accepté le 13 juin 2023

Correspondance : Jean-Luc Gallois
<jean-luc.gallois@inrae.fr>

Virologie, Vol 27, n° 4, Juillet-Aolt 2023

Résumé. La résistance aux virus est une composante importante de
Iamélioration des plantes. La sélection de résistances génétiques aux virus
par perte de sensibilité a été sélectionnée chez de nombreuses cultures. Parmi
ces résistances, les facteurs d’initiation de la traduction 4E (eIF4E) ont une
place prépondérante.

Ici, nous retracons les travaux sur le role de ces facteurs dans la résistance,
principalement vis-a-vis du genre majeur des Potyvirus, depuis leur
caractérisation il y a 20 ans. En empruntant a des modéles végétaux
différents, piment, tomate, tabac et arabidopsis, nous présentons les
principales caractéristiques de ces résistances. L’apport de diverses approches
biotechnologiques visant a étendre ces résistances a des espéces qui en sont
naturellement dépourvues a révélé leur complexité, liée a la redondance
génique, leur spécificité, et le compromis existant entre résistance et
développement de la plante.

Finalement, nous montrons comment les nouvelles techniques d’édition du
génome permettent de développer des résistances génétiques li€es aux facteurs
elF4E en créant des alleles qui imitent les alléles fonctionnels sélectionnés
au cours de I’évolution chez de nombreuses plantes a intérét agronomique,
et nous discutons de I'intérét de ces approches en amélioration des plantes.

Mots-clés : Potyvirus, facteurs de sensibilité, eIF4E, résistances naturelles,
édition des génomes, plantes

Abstract. Resistance to viruses is an important aspect of plant breeding. One
way to achieve it is to select genetic resistances based on the susceptibility
factors hijacked by the virus to infect the plants.

Here, we recount work done on genes encoding translation initiation factors
elF4E, some of the most successful targets for obtaining resistance to
potyviruses, starting from their characterization 20 years ago. With examples
from different plant species, pepper, tomato, tobacco and arabidopsis,
we present the basis of this type of resistances and their characteristics,
highlighting the role of gene redundancy among 4E factors, their specificity
for the virus and the need for the plant of a trade-off between resistance and
development.

Finally, we show how the new genome editing techniques could be used in
plant breeding to develop elF4E-based resistances in crops, mimicking the
functional alleles that have been selected during evolution in many crops.

Key words : Potyvirus, susceptibility factors, e[F4E, natural resistances,
genome edition, plants
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Introduction

L’amélioration des plantes est décisive pour ’agriculture.
Elle consiste, pour le sélectionneur, a assembler dans le
génome de la plante des génes ayant pour effet d’amélio-
rer différentes composantes : variété et qualité du fruit,
architecture de la plante, résistance aux stress biotiques
et abiotiques. Parmi toutes ces composantes, la résistance
aux pathogenes, et en particulier aux virus, est trés impor-
tante. Un grand nombre de virus peuvent infecter les
plantes et conduire a des pertes importantes de rende-
ment, que ce soit directement en affectant leur dévelop-
pement, ou en rendant, par exemple, les fruits non
commercialisables. Le genre Potyvirus est le plus
étendu parmi les virus & ARN simple brin positif. Il com-
prend des virus d’importance pour la santé des plantes :
le virus Y de la pomme de terre (PVY, tableau 1), le plum
pox virus (PPV, tableau 1) responsable de la maladie de
la Sharka chez les prunus, etc. Dans une gestion intégrée
des maladies virales au niveau des cultures, le levier
génétique apparait fondamental pour promouvoir une agri-
culture saine en réduisant I'utilisation des pesticides [1, 2].
Pour les virus, les résistances des plantes reposent sur
plusieurs mécanismes [2]. Le mode de résistance active,
qui a évolué chez les plantes, repose sur une cascade de
réactions de défense déclenchées a la suite de la recon-
naissance d’un facteur viral par des protéines de la plante
appelées récepteurs de type NOD (nod-like receptors).
Cependant, en particulier pour les virus, une autre classe
importante de génes de résistance correspond a des genes
dits de sensibilité (ou S gene). Le principe en est simple :

pour accomplir leur cycle et infecter la plante, les virus,
ces parasites intracellulaires obligatoires qui disposent
d’un génome réduit codant un petit nombre de protéines,
doivent détourner des facteurs des cellules hotes. On
peut supposer que si, chez une plante ces facteurs sont
modifiés ou absents, donc non disponibles pour le virus,
la plante sera résistante. On parle alors de résistance par
perte de sensibilité, une forme de résistance passive. Ces
génes de résistance sont a déterminisme génétique réces-
sif : 1l faut que toutes les copies du géne soient mutées
pour que la plante soit résistante.

Dans cette revue, nous proposons un survol de la
découverte et de I’état des connaissances acquises sur les
facteurs d’initiation de la traduction 4E chez les plantes,
a ce jour le facteur de sensibilité le plus ubiquitaire dans
le développement de résistance aux potyvirus. A partir
de I’étude de résistances chez quatre especes, le piment
(Solanum capsicum), la tomate (Solanum lycopersicum),
le tabac (Nicotiana tabacum) et arabidopsis (Arabidopsis
thaliana), nous présentons les caractéristiques générales
de ces résistances, et discutons des meilleures maniéres
de les mettre en ceuvre chez les plantes. Le role des fac-
teurs 4E ne se limite pas aux plantes, et plusieurs publi-
cations ont aussi mis en évidence le role des facteurs de
I'initiation de la traduction sur les virus 8 ARN affectant
les animaux, dont ceux appartenant a la famille des
Caliciviridae (ordre des Picornavirales : genres Vesivirus,
Norovirus). Cependant, c’est bien chez les plantes qu’un
role important dans la résistance a été établi, et ces
connaissances peuvent aussi éclairer la biologie de I'ini-
tiation de la traduction chez les animaux [3].

Tableau 1. Liste des principaux virus cités dans cette revue.

Espéce virale (nom en francais/anglais) Acronyme Genre Famille
Virus Y de la pomme de terre/Potato virus Y PVY
Virus de la gravure du tabac/Tobacco etch virus TEV
Virus de la veine jaune du tréfle/Clover yellow vein virus ClYWwW
Virus de la mosaique de la laitue/Lettuce mosaic virus LMV .
Potyvirus
Virus de la variole du prunier/Plum pox virus PPV .
Potyviridae
Virus de la mosaique du navet/Turnip mosaic virus TuMV
Virus marocain de la mosaique de la pasteque/Moroccan watermelon MWMV
mosaic Vvirus
Virus de la striure brune du manioc/Cassava brown streak virus CBSV Ipomovirus
Virus de la mosaique jaune de I'orge/Barley yellow mosaic virus BaYMV Bymovirus
Virus des ondulations du navet/Turnip crinckle virus TCV Betacarmovirus
- Tombusviridae
Virus des spots nécrotiques du melon/Menon necrotic spot virus MNCV Gammacarmovirus
Virus du fruit rugueux brun de la tomate/Tomato brown rugose fruit virus ToBRFV Tobamovirus Virgaviridae
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Mise en évidence du rdle des facteurs
elF4E dans la résistance aux potyvirus
chez arabidopsis et chez le piment

Théoriquement, il existe plusieurs manieres de mettre en
évidence le role d’un facteur de sensibilité aux virus :
interactions entre protéines virales et protéines de plante,
analyse de mutants chez la plante modele A. thaliana,
approche par géne candidat. Il est intéressant de noter
que le role majeur des facteurs elF4E a été révélé simul-
tanément, il y a vingt ans, par deux approches distinctes
sur deux plantes trés différentes. D’ une part, ’étude de
mutants générés chez la plante modele Arabidopsis tha-
liana (arabette des dames ou arabidopsis) a démontré
comment des plantes mutantes pour le facteur dit « elFi-
So4E » (eukaryotic Initiation Factor isoform 4E) présen-
taient une résistance totale a certains potyvirus tel que
le turnip mosaic virus (TuMYV, tableau 1) [4, 5]. D’autre
part, une équipe de I'Inrae d’Avignon, qui travaillait sur
la résistance au PVY des poivrons et piments (especes
Capsicum), a montré par une approche par géne candidat
que ces résistances étaient causées par des formes
variantes du géne codant le facteur elF4E [6]. Dans ce
cas, il est intéressant de noter que ces résistances chez le
piment 1) affectent un autre géne e/F4E que le géne elFi-
so4E décrit chez arabidopsis (voir figure 1A pour la
famille des facteurs 4E) et ii) ne résultent pas en une
inactivation du geéne el/F4FE mais d’'une ou plusieurs
mutations dans la portion codante du géne, entrainant
des changements d’acides aminés dans la protéine eIF4E.
Ces apparentes contradictions préfiguraient la grande
plasticité des résistances liées aux facteurs 4E chez les
plantes.

Dans la foulée de ces publications, un grand nombre ont
suivi, basées sur une approche par géne candidat chez
de nombreuses cultures d’intérét agronomique, mon-
trant que des génes de résistances aux potyvirus, utilisés
depuis longtemps dans les programmes d’amélioration
de nombreuses plantes a intérét agronomique, repo-
saient en fait sur des mutations de ces facteurs eIF4E,
que ce soit chez la laitue [7], la tomate, le pois, ou le
melon (pour une revue extensive, voir [8]). Un point
marquant est que les mutations responsables de la résis-
tance chez toutes ces espéces sont majoritairement
associées a des changements d’acides aminés dans deux
régions dites I et II de la protéine elF4E (figure 1B). Ces
résistances ne sont pas limitées aux potyvirus mais
s’¢tendent a d’autres genres de virus a ARN positif simple
brin comme les Bymovirus (résistance de I’orge au barley
yellow mosaic virus, tableau 1) ou les Carmovirus
(résistance du melon au melon necrotic spot virus, un
virus & ARN positif simple brin dépourvu de coiffe et de
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VPg a lextrémité 5°, et de queue polyadenylée a
Iextrémité 3, tableau 1) [9, 10]. A cette époque, on soup-
gonnait aussi que le géne de résistance va au PVY chez
le tabac était 1ié au facteur 4E. Mais I'approche par géne
candidat menée pour le prouver s’est avérée infructueuse,
compte tenu de la polyploidie de cette plante cultivée. Ce
n’est que plus tard, grace au séquengage a haut débit du
transcriptome de lignées de tabacs recombinantes (RIL)
résistantes et sensibles, qu’il a été démontré qu’une délé-
tion d’une copie elF4E est responsable de la résistance
va chez le tabac [11]. En conclusion, le début des années
2000 a positionné el[F4E comme un facteur central des
résistances récessives aux potyvirus. Pour illustrer son
importance, nous présentons deux pathosystémes emblé-
matiques, qui sont i) celui comprenant le piment et deux
potyvirus (PVY et tobacco etch virus, TEV) et ii) celui
recouvrant arabidopsis et plusieurs autres potyvirus.

L’exemple de la coévolution
piment-potyvirus

Les études qui ont suivi ont illustré la grande richesse
des résistances aux potyvirus associées aux facteurs
elF4E chez les especes Capsicum. Au cours de plusieurs
études successives, pas moins de 35 alléles de résistance
aux especes de potyvirus PVY et TEV ont été isolés [12-
14]. De maniére intéressante, certains de ces alléles sont
contournés par des isolats évolués du PVY ou TEV et il
a été rapidement démontré que ce contournement repose
sur la sélection de variants viraux associés a des muta-
tions dans la séquence qui code une protéine virale dite
VPg (Viral Protein genome-linked). Une expérience
simple mais décisive a montré que pour le pathosysteme
piment/potyvirus, on peut mettre en évidence une inte-
raction protéine-protéine entre eI F4E et VPg de couples
piment-virus « compatibles » mais pas entre couples
« incompatibles », ce qui permet de définir cette interac-
tion comme un déterminant majeur de la sensibilité/
résistance aux virus [12]. Ceci a permis de proposer un
modele simple de coévolution entre le piment et le PVY
(figure 2). Si le virus peut recruter le facteur elF4E via
sa VPg, la plante est sensible (figure 2-(1)). Dans la des-
cendance des plantes, celles portant des mutations dans
les régions I et I1 du géne el/F4E (qui abolissent I'inte-
raction entre les protéines eIF4E et VPg) sont sélection-
nées car résistantes au virus (figure 2-(2)). Le nombre
d’alléles différents laisse suggérer qu’il y a de nombreuses
voies pour supprimer cette interaction et atteindre
« I’état de résistance ». Ainsi, de nouvelles variétés résis-
tantes de piments sont sélectionnées et implantées. Des
variants (dits contournants) de potyvirus (PVY ou TEV)
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Figure 1. Les facteurs d’initiation de la traduction 4E chez quelques plantes. A. Organisation de la famille de facteurs d’Initiation de
la traduction 4E chez quelques plantes. De gauche a droite, la tomate (Solanum lycopersicum), le piment (Solanum capsicum), I'arabette
des dames (Arabidopsis thaliana) et le manioc (Manihot esculenta Crantz). B. Modélisation de la structure 3D de la protéine elF4E1 de
piment. Les régions | et I, ol se localisent la plupart des mutations associées a la résistance aux potyvirus, sont représentées respecti-
vement en rouge et en jaune. L’analogue de coiffe d’ARNm est représenté par la structure en boules multicolores situées dans la partie

concave de la protéine.

eIF4E : eukaryotic Initiation Factor 4E ; eIFiso4E : eukaryotic Initiation Factor isoforme 4E ; nCBP : novel Cap Binding Protein, aussi appelé 4E-HP.

peuvent cependant émerger sur ces variétés, réduisant
les résistances a néant et entrainant la sélection de nou-
veaux alléles de résistance (figure 2-(3)). Et ainsi, de
maniére itérative, on peut supposer que la culture de
piment sous forte pression de sélection de pathogeénes a
pu conduire a cette étonnante diversité d’alleles de résis-
tance au sein de la variabilité naturelle du piment et du
poivron. Il faut noter qu’au-dela de cette diversité, le
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pathosystéme piment/potyvirus a permis de mieux carac-
tériser les forces évolutives et I’architecture génétique
gouvernant la durabilité ou le contournement de ces
résistances, un point que nous ne développons pas ici
(pour revue voir [14]).

Il peut paraitre étonnant cependant que ces mécanismes
aient eu recours a des variants du géne e/F4FE alors que
conceptuellement, il semble plus efficace de « perdre »

Virologie, Vol 27, n° 4, Juillet-AoGt 2023
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Figure 2. Cycle de co-évolution entre les facteurs de sensibilité elF4E et les potyvirus. (1) Le recrutement du facteur de sensibilité
elF4E par le virus (représenté par sa VPg, Viral Protein genome-linked) permet au virus d’accomplir son cycle infectieux. La plante est
sensible. (2) Chez certaines plantes, I'acquisition de mutations (changements d’acides aminés) dans elF4E rompt I'interaction avec la
VPg, la plante est résistante au virus. (3) L'acquisition de mutations dans le génome viral, souvent associées a des changements d’acides
aminés dans la VPg, rétablit I'interaction avec elF4E. La résistance est contournée et la plante devient sensible a la souche virale évoluée.

De nouveaux alléles de résistance pourront étre sélectionnés.

directement le géne responsable de la sensibilité.
D’autant plus que I'étude d’autres pathosystémes,
comme tabac/PVY, suggere que cette hypothese est une
solution envisageable : le géne va, responsable de la résis-
tance du tabac au PVY, n’est pas un alléle naturel mais
a été obtenu apres mutagénese induite par rayon X, pro-
voquant une grande délétion de prés de 1 Mb du chro-
mosome 21 et donc la perte d’une copie du géne elF4E
[11]. De méme, les nombreuses résistances d’arabidopsis
aux potyvirus sont associées a des pertes de fonctions.

Utilisation sélective des facteurs
elF4E chez arabidopsis

Au-dela des multiples avantages du mode¢le génétique
d’ Arabidopsis thaliana, le séquengage trés précoce de son
génome en 2000 a constitué¢ une avancée considérable,
de méme que la disponibilité de nombreuses banques de
mutants d’insertions, permettant de mener des approches
de génétique inverse. Pour le sujet qui nous intéresse, et
en contraste certain avec le piment (dont seule une
approche par géne candidat a permis la caractérisation
du géne e/F4FE), la composition de la petite famille mul-
tigénique codant les facteurs 4E a été rapidement carac-
térisée, a savoir elF4EIl, mais aussi deux génes trés
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proches — peu ou pas exprimés —, un gene codant un
facteur plus court —appelé improprement isoforme —
elFiso4E, et un dernier géne codant un facteur atypique,
découvert d’abord chez les plantes [15] et appelé nCBP
(new Cap Binding Protein ou 4E-HP chez les animaux)
(figure I).

Alors que les expériences initiales ont montré que I'inac-
tivation du facteur elFiso4E est a I'origine de la résis-
tance aux TuMV et TEV, I’équipe du professeur Uyeda
a montré que des mutants du géne e/F4E] sont résistants
a une autre espéce de potyvirus, le virus de la mosaique
du trefle (CIYVYV, tableau 1) [16]. Ce résultat tres inté-
ressant suggere que les potyvirus peuvent détourner 'un
ou l'autre des facteurs eIF4E ou elFiso4E de la plante
[17]. Enfin, la résistance de ces mutants dits « nuls » (i.e.
le géne de sensibilité est totalement inactivé) peut égale-
ment étre contournée par des variants du virus : ainsi
des mutations au sein de la portion codant la VPg du
TuMYV permettent au virus de contourner la résistance
des plantes mutées pour le facteur elFiso4E, ce qui sug-
gere que le virus peut recruter un autre facteur qu’elFi-
so4E pour effectuer son cycle dans la plante [18].

Un intérét de ces travaux est de montrer que des
approches d’inactivation de géne e/F4E (plus faciles a
mettre en place par mutagenése) permettent de mettre
en place des résistances de novo chez les plantes
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dépourvues de résistances naturelles, mais la durabilité
de ces résistances n’est alors pas assurée. D’autre part,
la sélectivité de virus distincts pour les différents facteurs
4E suggere que le spectre de résistance des plantes peut
étre limité. Il parait alors évident de combiner, dans la
méme plante, des mutations KO affectant el/Fiso4E et
elF4E] pour essayer d’étendre le spectre de résistance
de la plante. Or, cette combinaison est Iétale au niveau
gamétophytique [19] : vu le role primordial des facteurs
4E dans I'initiation de la traduction chez les plantes, on
peut s’attendre a ce que, du fait de la redondance
génique, une mutation d’un facteur 4E a un effet modéré
sur le développement de la plante, mais I’effet sur le déve-
loppement est aggravé quand on combine des mutations
dans plusieurs facteurs 4E distincts.

Ces travaux révelent ainsi une limite de la mise en place
de résistance par une approche perte de fonction. Le
développement d’une stratégie similaire chez la tomate
et le tabac a renforcé cette conclusion.

Approches par perte de fonction
chez la tomate et le tabac, et limites
liées a la redondance génique

Bien que les résistances liées a eIF4E ont été sélection-
nées chez de nombreuses especes a intérét agronomique,
elles semblent ne pas étre disponibles pour certaines
plantes vis-a-vis desquelles les potyvirus représentent un
enjeu agronomique majeur : on peut citer la pomme de
terre (Solanum tuberosum) vis-a-vis du PVY et le manioc
(Manihot esculenta Crantz) vis-a-vis dun ipomovirus, le
cassava brownstreak virus (CBSV, tableau 1) qui
entraine un noircissement de la racine et le rend impropre
a la consommation. Pouvoir mettre en place, chez de
telles espéces, un mécanisme de résistance par une
approche biotechnologique représente un enjeu consi-
dérable. Du fait de leur appartenance a la méme famille
des Solanacées que le piment et la pomme de terre, et
son statut d’espéce modele, la tomate était toute désignée
pour mener une étude de preuve de concept. De plus, a
I'instar du piment, des alléles de résistance au PVY et
TEV trés efficaces ont été isolés chez des accessions sau-
vages (Solanum habrochaites, accession P124) [20]: il est
donc possible de comparer le spectre de résistance asso-
cié a l’allele naturel issu de P124 (comportant huit chan-
gements en acides aminés et conférant une résistance a
large spectre) avec celui que 1’on peut obtenir par inac-
tivation du géne elF4E] au sein de 'espece cultivée
Solanum lycopersicum.

Une telle lignée de tomate chez laquelle le géne e/F4E]
a été inactivé a été isolée a partir du criblage d’une
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population de mutants de tomates a gros fruit (de type
cultivé, type M82), obtenus par une approche TILLING
[21]. Les plantes se développent normalement mais leur
spectre de résistance a plusieurs especes et isolats de
potyvirus s’avere étre excessivement €troit, contraire-
ment a celui associé a I'allele naturel d’e/F4E] issu de
I’accession PI124 [22]. La plante chez laquelle e/F4E] est
inactivé est sensible a la plupart des isolats de PVY et
TEV testés. Des études de génétique ont permis de mon-
trer que cette limitation du spectre de résistance est cau-
sée par une duplication du geéne elF4E chez les
Solanacées, ou elF4E] et elF4E2 codent des protéines
trés homologues (figure 3). Ainsi en 'absence d’eIF4EI,
la plupart des isolats de potyvirus peuvent recruter
elF4E2. Des travaux complémentaires ont permis de
mettre en évidence que I'inactivation seule de e/F4E2 a
un impact faible sur la résistance aux potyvirus (en
termes de nombre d’isolats viraux controlés) [23], alors
qu’une combinaison des deux mutations sur e/F4E] et
elF4E2 permet de générer un spectre de résistance qua-
siment identique a celui conféré par I’alléle sauvage issu
de PI24 (figure 3) [22]. En revanche, le développement
des plantes doublement mutées est fortement
compromis : les plantes sont naines, leur architecture est
fortement altérée : en aucun cas, cette double inactiva-
tion ne semble utilisable dans un programme d’amélio-
ration des plantes.

Un paralléle peut étre fait avec le pathosystéme tabac/
PVY. Chez le tabac, qui posséde au moins six genes
elF4E [24], il s’avére qu’une délétion compléte du géne
elF4E-1 entraine un spectre de résistance et une durabi-
lité de la résistance au PVY beaucoup plus grands que
toute autre forme de mutation impactant e/F4E-1,
comme chez certains mutants 7/LLING. Des travaux
de génétique et d’analyse d’expression de génes ont per-
mis de proposer un modéle ou la surexpression de la
copie elF4E-2, sous l'effet de la délétion compléte du
geéne elF4E-1 et partielle du géne e/F4E-3, sert de leurre
pour la VPg et limite ’apparition de variants contour-
nants, augmentant ainsi la durabilité de la résistance
controlée par la délétion de elF4E] [24].

Un changement de stratégie rendu
possible par I’édition du génome

Les résultats obtenus par inactivation des génes e/F4E
chez la tomate entrainent une remise en question de cette
approche pour mettre en place des résistances, en
concordance avec des résultats similaires obtenus sur
différents modeles de plantes (pour revue, voir [25]). En
résumé, il semble que les alleles naturels de résistance,
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Figure 3. La redondance génique entre elF4E1 et elF4E2 limite la mise en place de résistance par inactivation chez la tomate.
Les produits des génes elF4E1 et elF4E2 sont représentés, ainsi que les potyvirus sous la forme de la VPg. Les mutants nuls obtenus
par mutagenése (TILLING) sont barrés d’une croix rouge. Une fleche pleine indique la sensibilité de la plante au virus. Chaque spectre
de résistance est représenté par la jauge située sous chaque génotype et colorée en rouge : le niveau de coloration rouge représente la
résistance a un plus ou moins grand nombre d’isolats de potyvirus. Le témoin sensible (M82) est lui totalement sensible. Seule
I'inactivation simultanée des genes elF4E1 et elF4E2 permet de rétablir un spectre de résistance égal a celui observé chez le variant
naturel pot1, provenant de la variabilité naturelle d’une tomate sauvage (Solanum habrochaites P124). La barre d’inhibition sur le dernier
panneau a droite indique que la présence de I'allele de résistance naturel (pot7) empéche le recrutement de 4E2 par le virus (mécanisme
sous-jacent inconnu). Pour plus d’information, voir Gauffier et al., 2016 [22].

associés a des changements d’acides aminés au sein de
régions spécifiques du geéne elF4E, conférent des résis-
tances efficaces (potentiellement a spectre de résistance
large) qui sont peu contournées (pour les meilleurs
alléles) et cela, sans effet sur le développement. A I’in-
verse, les alleles nuls induits par mutagenése et inactiva-
tion présentent des spectres de résistance plus étroits,
fréquemment contournés et des défauts de développe-
ment de la plante. On pourra, a ce stade, noter que les
alléles naturels codent des protéines eIF4E fonction-
nelles pour I'initiation de la traduction (leur role premier
dans la physiologie de la cellule) alors que les alléles nuls
sont susceptibles de déréguler la machinerie d’initiation
de la traduction de la cellule. Une conclusion évidente
au vu de cette observation est que, plutot que d’inactiver
les génes elF4E, une approche basée sur une imitation
des variants fonctionnels d’eIF4E serait plus efficace.

De plus, du fait de leur caractérisation précoce il y a plus
de vingt ans, les génes e/F4E ont été utilisés comme
preuve de concept (« proof of concept ») et ont accom-
pagné I’évolution des approches biotechnologiques
(RNAi et TILLING) pour générer des résistances
([21, 26] pour revue, [27]). En moins de dix ans, les
méthodes d’édition du génome, dérivées de la technolo-
gie CRISPR-Cas9, développées notamment par les
équipes d’Emmanuelle Charpentier et Jennifer Doudna
(prix Nobel de chimie 2020), ont eu un impact considé-
rable sur la maniére d’aborder la modification des
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génomes. En biologie végétale, leur application la plus
simple permet de générer des cassures double brin au
niveau de régions trés précises de TADN génomique, ce
qui, suite a des mécanismes de réparation approximatifs,
peut aboutir a la production d’alléles nuls. Plusieurs
€quipes ont pu ainsi générer, chez diverses especes (ara-
bidopsis, concombre, tomate, etc...), des résistances
associées a linactivation de facteurs 4E [28-30].
Cependant, celles-ci présentent les mémes limitations
que celles rapportées ci-dessus (c¢f. § « Approches par
perte de fonction chez la tomate et le tabac : limites liées
a la redondance génique ») : ainsi, il a été démontré
récemment qu’une résistance établie chez le melon par
inactivation du gene e/F4E est rapidement contournée
par le virus marocain de la mosaique de la pastéque
(moroccan watermelon mosaic virus, MWMYV, tableau 1)
et est associée a une stérilité male de la plante [31].

En revanche, les développements ultérieurs de la métho-
dologie d’édition des génomes telle que la méthode d’édi-
tion de base, puis de Prime Editing, ouvrent la porte a
des modifications précises (au nucléotide pres) de la
séquence des genes ciblés (pour plus de détails sur ces
méthodes et leur application a la résistance aux patho-
geénes chez les plantes, voir la revue [32]).

C’est dans ce cadre que nous avons voulu affiner notre
connaissance de la contribution des différentes muta-
tions conférant la résistance aux genes e/F4E.
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Vers une imitation des alléles naturels
de résistance elF4E chez arabidopsis
et chez la tomate

Les alleles de résistance, qui ont été sélectionnés chez les
plantes d’intérét agronomique, sont souvent caractérisés
par la présence simultanée de plusieurs mutations asso-
ciées a des changements d’acides aminés. Connaitre la
contribution relative de chaque mutation reste difficile
a évaluer. Arabidopsis, par sa facilit¢ de culture et de
transformation, représente un modeéle idéal pour tenter

de mener une telle étude [33,34] d’autant plus que chez
cette plante modéle, aucun alléle de résistance naturelle
elF4F n’a été identifié.

Un premier enjeu était de savoir si un alléle de sensibilité
elF4E] pouvait étre converti en alléle de résistance, cela
en copiant des mutations acquises au cours de I’évolu-
tion chez d’autres espéces cultivées. Pour cela, un sys-
téme de complémentation d’e/F4E] par transgenése a
¢té mis en place (figure 4). Un mutant d’arabidopsis, chez
qui le géne elF4E1 est inactivé, a été complémenté par
transformation génétique par Agrobacterium tumefa-
ciens, a I'aide d’'un T-DNA portant une copie du géne
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au CIYVV chez le pois,
Identification de 6 mutations

Allele de résistance |

Arabidopsis sauvage pour le géne elF4E1

Arabidopsis mutée pour le géne elF4E1

<
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Floraison normale
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Retard de Floraison

\ 4

R
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B Validation de la transférabilité des 6 mutations de I’alléle de pois sur le géne d’arabidopsis
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Figure 4. Utilisation d’arabidopsis pour transférer des signatures de résistance d’une espéce a une autre.
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elF4E] sauvage : cette construction a permis de
compenser totalement les phénotypes associés a la muta-
tion dans elF4E1, ¢’est-a-dire, de restaurer la sensibilité
au CIYVV (¢f. §« Utilisation sélective des facteurs
elF4E chez arabidopsis») mais également de
complémenter un retard de la montée a fleur associé a
Iinactivation d’elF4EI. A partir de 13, un alléle
synthétique du gene e/F4E] d’arabidopsis a été congu :
il intégre six mutations associées a six changements
d’acides aminés dans plusieurs régions de la protéine
elF4El1, toutes situées dans les boucles entourant la zone
de liaison a la coiffe (figure 4B). Les plantes mutées pour
elF4E]l et complémentées par cet allele synthétique
présentent une montée a fleur de type sauvage (i.e. la
protéine elF4El modifiée est fonctionnelle) tout en
restant résistantes au CIYVV : la transposition des
mutations permet donc bien de générer un allele
fonctionnel de résistance. Cet allele peut étre cumulé a
un mutant nul du géne elFiso4E et donner naissance a
un spectre de résistance vis-a-vis de toutes les espéces et
les isolats de potyvirus que nous avons pu tester,
y compris des isolats capables de détourner
simultanément eIF4E1 et elFiso4E, et vis-a-vis desquels
aucune résistance liée a elF4E/elFiso4E n’a été mise en
évidence [33].

Dans un deuxieme temps, le méme procédé de complé-
mentation a été suivi mais en introduisant les mutations
une a une (figure 4C). Ceci a permis de montrer que cer-
taines mutations simples permettent a elles seules de
générer des résistances au CIYVV sans affecter le déve-
loppement de la plante. C’est le cas de deux types de
mutations qui changent fortement le potentiel électros-
tatique de surface de la protéine el F4E1, ce qui pourrait
agir de maniére répulsive sur la liaison a des protéines
virales. Finalement, une de ces mutations (dite N176K
car elle entraine le remplacement de I’asparagine en posi-
tion 176 de la protéine eIF4E1 en lysine) a été introduite
par édition de base dans une lignée d’arabidopsis sau-
vage (figure 5A et 5B) : la modification de base (C en G)
a été introduite par transformation d’un ADN de trans-
fert (T-DNA) permettant a la fois I’expression d’une
séquence ARN guide (sgRNA, qui permet de cibler la
région du génome visée) et la protéine chimere nCas9
fusionnée a une cytidine désaminase (qui modifie une
cytidine a la position visée). Ceci a permis, par
autofécondations successives, I'obtention de plantes
dépourvues de transgéne mais modifiées au niveau du
codon cibl¢ a I’état homozygote : comme attendu,
ces plantes —non transgéniques mais portant une
mutation indiscernable d’une mutation survenue
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naturellement — présentent une résistance au CIYVV
sans effet sur le développement des plantes [34].

Un travail similaire a été mené chez la tomate (figure
5B) : Kuroiwa et al [35] ont pu éditer les deux régions
principales (région I et II) de la protéine elF4E1 de
tomate permettant ainsi de transformer ce facteur de
sensibilité en géne de résistance vis-a-vis de plusieurs
especes de potyvirus, dont deux isolats de PVY. Ces
résultats ouvrent la voie a des applications chez les
plantes a intérét agronomique, dont la pomme de terre.

Perspectives pour ’'amélioration
des plantes et futures directions

L’ensemble des travaux présentés ici indiquent que Iuti-
lisation par les virus @ ARN simple brin positif des fac-
teurs d’initiation de la traduction, et principalement la
famille des facteurs eIF4E, semble étre nécessaire pour
I’accomplissement du cycle viral. On pourra noter que
les mécanismes moléculaires sous-jacents a la résistance
conférée par ces facteurs ne sont toujours pas clairement
¢lucidés méme si, a 'instar des travaux sur les virus ani-
maux, les études montrent un effet trés important sur la
traduction des protéines virales [36, 37].
La richesse des mutations susceptibles de convertir un
allele de sensibilité 4E en allele de résistance peut expli-
quer la grande diversité d’alleles trouvés au sein de la
variabilité des espeéces végétales: il existe un grand
nombre de voies pour acquérir un phénotype de résis-
tance. Il est intéressant de noter que ces mutations sont
transposables d’une espéce de plante a une autre, avec
pour cela deux applications possibles :

— D’une part, on peut rechercher, directement dans la
variabilité de I’espece, les accessions portant des mu-
tations (changements d’acides aminés) qui sont des
signatures de résistance, on parle d’allele mining. Une
preuve de concept a été menée chez la tomate [38] et
la disponibilité de données de séquencgage de la varia-
bilité¢ naturelle pour une espéce, rend cette approche
pleinement réalisable.

— D’autre part, il est possible de reporter ces muta-
tions par édition de génome, comme démontré chez
arabidopsis (voir ci-dessus), mais également chez la
tomate. Dé¢s lors, une stratégie de développement de
résistance chez une espeéce peut consister a :

* 1) définir la famille de génes 4E dans I’espece ;

* ii) identifier lesquels, parmi eux, constituent les
facteurs de sensibilité aux potyvirus concernés

e et ;iii) éditer ces facteurs.
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Figure 5. Les mécanismes d’édition de base permettent d’imiter des alléles de résistance naturels. A. Différence entre I’édition
classique par CRISPR-Cas9 et I’édition de base. L'édition classique (a gauche) permet d’introduire une cassure double brin par la nucléase
Cas9 suite a la reconnaissance de la région ciblée a I'aide d’un ARN guide (sgRNA) et entraine une insertion/délétion de bases (indels).
Dans le cas de I’édition de base (a droite), la Cas9 ne coupe qu’un seul brin (version nickase : nCas9) et est couplée a une cytidine
désaminase (AID pour Activation-induced cytidine deaminase) qui va modifier la base cytidine ciblée. Ceci causera des défauts de
réparation sur le brin complémentaire et ainsi des mutations ponctuelles. B. lllustration de I’édition précise des genes elF4E utilisée pour
générer des résistances aux potyvirus chez arabidopsis et chez la tomate.

— Plusieurs outils peuvent aider a la prise de décision,
tels que les études d’interactions protéine-protéine
et/ou les logiciels de modélisation 3D de protéines
[12,33]. 11 est aussi fondamental de bien étudier en
amont la durabilité des alleles de résistance mis en
place : la encore, les lecons acquises par I’observation
des alléles naturels suggerent que ’accumulation de
mutationsdansplusieursrégionsdugénecodante/F4E
est importante pour générer des alleles de résistance
durable a large spectre. On voit aussi a quel point cette
approche semble indissociable de ’avancée des pro-
gres de I’édition des génomes, dont les techniques de
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Prime Editing (permettant d’introduire a fagon toutes
les mutations — i.e. changements d’acides aminés pos-
sibles) et la mise en place de ces méthodes pour les
especes de plantes récalcitrantes a la transformation
[39, 40]. Enfin, I'utilisation de ces nouvelles méthodes
pour I'amélioration des plantes dépend de leur ac-
ceptabilité en Europe. Depuis 2018, les plantes résul-
tant de I’édition du génome relévent de la 1égislation
régulant les OGM (arrété de la Cour de justice eu-
ropéenne dans le cas C-528/16). Cependant, un rap-
port de la Commission européenne en 2021 appelle
a définir un nouveau cadre juridique car « la légis-
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lation actuelle sur les OGM, adoptée en 2001, n’est
pas adaptée a ces technologies innovantes »'). A ce
jour aucune plante « éditée » n’est cultivée en Europe
mais leur utilisation a été dérégulée en mars 2023 au
Royaume-Uni’,
Cependant, les potyvirus sont loin d’étre les seuls virus
a ARN simple brin positif a affecter les plantes d’intérét
agronomique. Des résistances associées a d’autres genres
viraux (carmovirus chez le melon) ont également été
mises en évidence, mais les travaux menés sur la concep-
tion d’alléles de résistance chez arabidopsis montrent
que les mutations sélectionnées vis-a-vis des potyvirus
sont principalement efficaces vis-a-vis de ce genre viral
chez cet hote. Elles ne sont pas ou peu efficaces vis-a-vis
des népovirus (dont le virus responsable de la maladie
du court-nou¢ chez la vigne), des polerovirus (dont les
virus responsables de la jaunisse de la betterave), des
cucumovirus ou des carmovirus (comme le turnip
crinckle virus (TCV, tableau 1)) [33]. Compte tenu des
différences structurelles existant entre ces virus (notam-
ment présence ou non de la protéine VPg et grande diver-
sité de tailles et séquences des VPg), ces virus détournent
bien les facteurs el[F4E, mais probablement selon des
modalités différentes. Plusieurs articles montrent que les
facteurs elF4E peuvent directement interagir avec
I’ARN viral, qu’il s’agisse de I’entrée interne des ribo-
somes (IRES) ou d’¢lément traductionnel indépendant
de la coiffe (3’CITE) [41]. Mais on peut également sup-
poser des interactions différentes entre les facteurs 4E et
les protéines virales. C’est le cas du pathosysteme laitue/
virus de la mosaique de la laitue (LMV, tableau 1) qui
représente I'un des rares exemples ou la résistance confé-
rée par des mutations du facteur elE4E peut étre
contournée par des isolats viraux ayant acquis des muta-
tions dans une autre protéine que la VPg, la protéine CI
responsable de la formation des inclusions cylindriques
[42, 43]. Un des enjeux pour identifier de nouvelles résis-
tances consisterait a caractériser ces autres interactions
potentielles et les régions d’interaction pour tenter de
prédire des mutations susceptibles de conférer une
résistance.
Le « succes » des facteurs eIF4E pour les résistances aux
virus, ne doit pas cacher qu’ils ne sont pas les seuls fac-
teurs de I’hote détournés par les potyvirus. Il est intéres-
sant de se demander la raison de leur réle prépondérant
dans les résistances qui ont €té sélectionnées lors de la
domestication et ’amélioration des plantes. Une raison

! https://ec.europa.eu/commission/presscorner/detail/fr/ip_21_1985
(consulté le 25 mars 2023).

2 https://www.bbc.com/news/science-environment-64596453
(consulté le 25 mars 2023).
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pourrait étre, qu’en dépit de leur redondance, les diverses
copies de 4E sont suffisamment différenci¢es (eIF4E,
elFiso4E, nCBP) pour permettre une redondance fonc-
tionnelle pour la plante, tout en étant recrutées de fagon
sélective par une espéce virale donnée. Au-dela des fac-
teurs 4E, on peut citer la caractérisation de la Protein
Disulfide Isomerase Like 5-1 (PDIL5-1) chez 1'orge
(Hordeum vulgare) comme facteur de sensibilité aux
bymovirus (genre de la famille des Potyviridae) [44].
L’inactivation de ce géne par édition du génome procure
a la plante une résistance sans entrainer de pénalité de
croissance [45]. On pourra également noter que cette
redondance peut aussi étre déjouée par 'inactivation de
plusieurs génes homologues a la fois grace a la techno-
logie CRISPR-Cas9 : c’est le cas des genes TObamovirus
Multiplication de tomate (SITOM) dont I'inactivation
simultanée (jusqu’a quatre génes) permet de générer une
résistance au tobamovirus émergent tomato brown
rugose fruit virus (ToBRFV, tableau 1) [46, 47].

11 existe donc de nombreux facteurs de sensibilité, autres
que les facteurs d’initiation de la traduction intervenant
a différents stades du cycle (traduction, réplication, mou-
vement de cellule a cellule). Ces facteurs représentent un
tres fort potentiel pour développer de nouvelles résis-
tances vis-a-vis des virus présents et des nouveaux virus/
isolats qui pourraient survenir dans I’agriculture de
demain, permettant de contribuer a la mise en place
d’une agriculture saine et durable.
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