Validation fonctionnelle chez
les pucerons par l'utilisation
de vecteurs viraux
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Objectif

Utiliser un virus pour sur-exprimer un gene de puceron ou inhiber son expression

Hairpin
Gene
puceron
Virus puceron

puceron

. . PQ . _ﬁm_mﬂ SiRNAs
roteine _m — puceron
puceron

Sur-expression Inhibition
Caractéristiques d’un vecteur viral « idéal »:

- pas d’effet ou un faible effet sur son hote
- un tropisme cellulaire étendu de facon a cibler plusieurs tissus dans I'insecte

- Possibilité d’introduire des séquences extravirales dans le génome

- méthode d’acquisition facile par le vecteur
- large spécificité d’hotes pour l'utiliser chez plusieurs espéces de pucerons
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Les virus de pucerons

Virus a ARN:

ALPV Aphid lethal paralysis virus (van Munster et al., 2002)
RhPV Rhopalosiphum padi virus (Moon et al., 1998)

APV Acyrthosiphon pisum virus (van der Wilk et al., 1997)
RAAV Rosy apple aphid virus

BrBV Brevicorynae brassicae virus (Ryabov, 2007)

SAV Sitobion avenae virus (Allen and Ball, 1990)
Rhabdovirus (ARN-) virus de plante et d’insecte

RAAV Rosy apple aphid virus (Ryabov et al., 2009)

Virus a ADN:

MpDNV Myzus persicae densovirus (van Munster et al., 2003)
DpIDNV Dysaphis plantaginea densovirus (Ryabov et al., 2009)
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BrBV Brevicorynae brassicae virus (Ryabov, 2007)

RNA+
pas d’effet visible sur les pucerons
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ALPV Aphid lethal paralysis virus (van Munster et al., 2002)

RNA+

Peut infecter différentes especes de pucerons (découvert chez R. padi puis chez A. pisum)

Chez R. padi, provoque une paralysie puis la mort mais pas d’effet apparent chez A. pisum

Un isolat APLV découvert chez Aphis nerii n’a pas d’effet pathogene chez cette espece mais est tres
pathogene pour M. persicae

Identifié aussi chez I'abeille, pas d’effet apparent

(a)
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Rhabdovirus virus de plante et d’insecte

ARN-
Identifiés chez Brevicorynae brassicae, Myzus persicae, + autres

Lettuce necrotic yellows virus
Ll | | PN | | | Ll
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RhPV Rhopalosiphum padi virus (Moon et al., 1998)

RNA+ dicistronique

Réduit la longévité du puceron

Réduit la population de la colonie

Peut infecter un grand nombre d’especes de pucerons

ORF 1: - ORF2:
& UTR nonstructural proteins igr  Viron proteins 3" UTR
| Y 10,011 nt
5' IRES GR IRESZBK 20K 30K
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APV Acyrthosiphon pisum virus (van der Wilk et al., 1997)
ARN+

Réduction de croissance du puceron

VPg?

CoBiEh

T———

SAV Sitobion avenae virus (Allen and Ball, 1990)

Identifié dans un élevage de laboratoire

Réduction population de pucerons
Virus peu caractérisé
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MpDNV Myzus persicae densovirus (van Munster et al., 2003)

ADN simple brin,
ambisens

Densovirus I . A <

Pefudensovirus | — e
—
NS2
NS1 VP2 VP1
Aphidensovirus | e B

Cupidensovirus I o

Iteravirus

Brevidensovirus

Hepanvirus

Especes virales de la famille des Densovirinae
Thése Cécilia Multeau, 2012
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- faible effet sur son hote

- un tropisme cellulaire restreint aux cellules
de I'intestin moyen antérieur (estomac),
glandes salivaires (principales plutot qu’
accessoires?)

- petit génome 5,7 kb qui peut étre modifié
(cas de densovirus de lépidoptere et de
moustique)

- genes non essentiels a la réplication virale
gui peuvent étre remplacés par séguences
exogenes

- spécificité d’hotes restreinte: n’infecte pas
A. pisum

- Génome de densovirus cloné dans un
plasmide peut étre infectieux

NS: protéines non structurales
VP: protéines de capside z
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Le MpDNV en microscop

Particules de MpDNV au niveau de l'intestin moyen
antérieur (estomac) de Myzus persicae

INRA Colmar

@Catherine Reinbold,

Particules MpDNV

Diameétre 20 nm
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Exemples d’utilisation de densovirus
comme vecteur de genes chez les insectes

Junonia coenia densovirus —JcDNV — Lépidopteres
Aedes aegypti densovirus — AeDNV — Moustiques
Anopheles gambiae densovirus — AgDNV - Moustiques

Periplaneta fuliginosa densovirus — PEDNV - Cafards
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Promoteurs
viraux
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Hu et al., 2007
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Vecteur de genes dérivé du PIDNV
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Injection dans corps de l'insecte -

GFP sous controle promoteur viral, en
fusion ou avec son propre codon
d’initiation

Tous les plasmides produisent la
fluorescence dans le corps de l'insecte
Intégration des séquences du PfDNV
dans le génome de l'insecte

La plupart des constructions conduisent
a la formation de virions

BGFP flsion avec VP
particules plus
grandes non’
infectieuses



Vecteur de genes dérivé du AeDNV

Promoteurs

) Vecteur de la Dengue et fiévre jaune
(/l viraux _ _
Transfection de cellules de moustique
i e pour obtention du stock de virus puis
UCA NS1 [ NS2 | vP o _
i A\ W acquisition orale par les moustiques
- 7 Agel
p7NS1-GFP a s 2] e T ID
Cassettes d’expression de
- p7 la GFP (protéine de fusion)
Intron gLy [p—
p7NS1-Intron-GFP U NsT_ns2 0= ***“"crp TIEY
Miul  Nhel
pAnSI-1, - p7 -
pANSI-2, & s s ]s"c’}’é’s?e S * Cassette d’expression des siRNA ciblant |a
pAeSI-1 and \._./"""" V-ATPase
pAeSI-2 * Intron artificiel permet de controler la
synthese des siRNA
Gu et al., 2011
Promoteur
moustique GFP détectée dans les cellules avec toutes les constructions
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Vecteur de genes dérivé du AeDNV

Intronic RNAI expression casstte
U promotor

SD site

P JSense
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mRNA
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shRNA Active siRNA
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RNA splicing Translation
mRNA Protein
5'mG|NS1 | GFP | ploy(A)3’ ‘ NS1| GFP
Expression of the reporter
gene in transfected cells
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Diminution de I'accumulation de ’ARNm V-ATPase dans cellules d’insecte

Vecteur de genes dérivé du AeDNV

A 14 A PANSI-1
& pAnSi-2
§ 12+ | - pANCSI |
& _ . 3
Q 1 + G———— A ———
gll‘ 08t \ e \
E O3 . % \ /
Q@ . ' A
g 04 s 4
o BRSO
—
< 0.2
>
0 L 1
Oh 12h 24dh 48h 72h 96h

Hours post-transfection

B

v-ATPase mRNA expression

14 r -+ pAeSI-1

’ & pAeSI-2
12} O pAaCSI

e ‘\___ I A _‘x\
1 3 pat e Y Y
N ~
08} A I
06 X |'
s :.\:‘.,_ §
0.4 % + | —-_? '-.4 = 4
0.2 NN
.
0 SR - A A S T —
Oh 12h 24h 48h 72h 96h

Hours post-fransfection

Efficacité dépend de l'origine du promoteur utilisé (A. aegypti ou gambiae)

Dans les larves de moustique, GFP exprimée dans les muscles, 'intestin antérieur,
moyen, postérieur. les glandes salivaires. les nerfs. les tubes de Malpighi et papilles

annales...
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A. Albopictus
vecteur chikungunya
Mortalité augmentée
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VUTRp7GFP
(1794 bp, 43.3%)

vUTRCopiaGFP
(1941 bp, 46.8%)

VUTRAC2GFP
(2029 bp, 49.0%)

VUTRIEXGFP
(3130 bp, 75.6%)

VUTRACShGFP
(2001 bp, 48.3%)

VUTRACGFP
(3994 bp, 96.5%)
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Vecteur de genes dérivé du AgDNV

SVA0E

—

IE terminator

Enhanceur et promoteur baculovirus

e

Version tronquée promoteur actine 5¢

H P ActinSC promoter

I - —

Vecteur malaria

Injection intrathoraxique

* Constructions minimalistes
* Nécessite un virus
« helper »

* Expression eGFP avec
différents promoteurs et
terminateurs

La meilleure efficacité

. d’expression quand injection

plasmides

La meilleure efficacité
d’expression quand
injection virus

Suzuki et al., 2014
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Vecteur de genes dérivé du AgDNV

VUTRACShGFP

SVA0E
(2001 bp, 48.3%) ""'*- i

o P |2A like sequencel SV40E
(3945 bp, 95.3%)
vUTRAcSh VUTRACcSh
VUTRACShGFP mCherry-GFP-VP
(5 x 109)

mCherry-GFP-VP
(5 x 109)

(1x107)
Green
channel

Red
channel

glandes salivaires

Expression dans les corps gras, les ovaires mais pas dans tubes digestifs et
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Vecteur de genes dérive du JcDNV

JcDNV inséré dans plasmide: infectieux apres injection dans les larves ou cellules
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GFP exprimée en
fusion avec les VP et
avec les protéines
NS fonctionnelles
ou pas

Apres transfection,
intégration des
séguences dans le
génome des cellules
donc persistance du
signal

Bossin et al., 2003

22 INRA

_= SCIENCE & IMPACT



