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Résumeé

Les potyvirus sont des vecteurs intéressants pour la fabrication de protéines
d'intérét pharmaceutique dans les plantes. Leur génome formé d'un ARN monocaténaire
est traduit en une seule polyprotéine et toutes les protéines virales sont présentes en
quantité équimolaire dans la cellule infectée. Toutefois, les génes étrangers au génome

viral ont tendance a étre délétés suite a une propagation prolongée dans une plante.

Notre hypothése de travail est que lintroduction d'une copie silencieuse de
I’ADNc viral dans le génome de la plante (Micotiana tabacum) réduirait les risques de
délétion du gene d'intérét au cours de la croissance de la plante. Au moment opportun,
la transcription du virus serait induite; a ce moment, les protéines virales et d'intérét

seraient produites.

Pour démontrer notre hypothése, nous avons utilisé deux especes de plantes
différentes : Brassica perviridis et Nicotiana tabacum. Nous avons infecté ces plantes par
le bombardement particulaire afin d’effectuer des études d'expression transitoire. Les
constructions plasmidiques fixées sur des microparticules d'or contenaient I'’ADNc viral

modifié.

Nous avons d‘abord montré que l'introduction d'un géne rapporteur dans I’ADNc
du TuMV entre les génes codant pour P1 et HC-Pro affecte peu l'infectivité du virus chez
B. perviridis. En effet, nous avons obtenu des symptomes systémiques suite au
bombardement avec les constructions p35Tunos/GFP et p35Tunos/GUS ou la
transcription de I’ADNc du TuMV se trouve sous le controle du promoteur constitutif 35S.
De plus, nous avons observé l'expression des génes rapporteurs dans les plantes

infectées.

Nous avons ensuite rendu inductible la transcription de I'ADNc du TuMV. Le
promoteur choisi a été le promoteur Top10 (Prop10) inductible au dexaméthasone et la
construction associée était pTopTunos. La transcription a été possible en présence de
I'activateur de transcription TGV et de linducteur le dexaméthasone (dx). Mais en
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absence de l'inducteur et du facteur de transcription TGV, une transcription est tout de
méme effectuée puisque des symptomes d'infection systémique ont été visibles sur

quelques plantes.

Afin de réduire les risques de transcription spontanée chez les plantes
transgéniques de N. tabacum exprimant le TuMV chimérique, nous avons développé un
systéme de complémentation. Une mutation pour obtenir les acides aminés « VNN » de
la polymérase virale dans le motif GDD abolirait sa fonction. La polymérase serait
complémentée en trans par une polymérase fonctionnelle inductible se trouvant sur une
autre construction. Cette polymérase fonctionnelle se trouverait dans le génome de la
plante sous le contrdle du Prop0. Des essais d'expression transitoire sur des feuilles de N,
tabacumn avec les différentes constructions TuMV/GFP-VNN ou TuMV/GUS-VNN
complémentées avec la polymérase ont montré que le systéme est réalisable. En effet,

nous avons observé I'expression des génes rapporteurs dans les feuilles bombardées.

Nous avons alors plusieurs évidences qui supportent notre hypothése voulant

qu'il soit possible dintroduire un géne étranger dans le génome du TuMV et de rendre

son expression inductible.

L 7

Chantal Beaucheri / Jean-Frangois Laliberté,

directeur de recherche
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Chapitre 1

Introduction

1 La moléculture

1.1  Généralités

La population vieillissante requiert une plus grande quantité de médicaments a
moindre colt. Les pays en développement ont aussi un besoin criant de traitements a
prix abordables. Il est alors important de développer de nouvelles stratégies de synthése
de produits bio-pharmaceutiques plus efficaces et économiques que les procédés
actuels.

En ce moment, les protéines recombinantes d'intérét bio-pharmaceutique telles
linsuline ou I'érythropoiétine sont généralement produites dans des cellules de
mammiferes, dinsectes, de champignons ou de procaryotes (Giddings et a/, 2000).
L'avantage majeur des cultures de cellules de mammiféres et de tissus d'insecte est la
synthese et la modification post-traductionnelle adéquate de la protéine d'intérét. Par
contre, les niveaux d'expression sont généralement faibles et les colts de production
sont élevés. De plus, les cellules de mammiferes sont trés sensibles aux conditions de
culture tels la variation de température, le pH, I'oxygéne et certains métabolites qui
peuvent affecter significativement la fermentation et la pureté du produit. D'autre part,
les cellules de procaryotes et de champignons offrent un systéme d’expression moins
exigeant et une production plus élevée que les cellules de mammiféres ou d'insectes.
Cependant, la synthese et la conformation de ces produits ne sont pas toujours
appropriées a cause de différences dans les voies métaboliques, dans les modifications
des protéines, dans |'usage de codons et dans la formation de corps d‘inclusion.

Finalement, la purification de produits bio-pharmaceutiques a partir d'un systéme de



culture cellulaire est trés colteuse et la présence de contaminants dangereux pour la
santé humaine est un risque possible.

La moléculture est la production de protéines recombinantes dans les plantes et
les animaux (Agriculture et Agroalimentaire Canada, 1998). La production de protéines
bio-pharmaceutiques dans les plantes présente des avantages par rapport aux méthodes
utilisées actuellement et mentionnées ci-dessus (Giddings et a/, 2000; Raskin et a/,
2002). Par exemple, les plantes ont I'avantage de respecter les modifications post-
traductionnelles eucaryotiques comme I'assemblage multimérique et certaines étapes de
la glycosylation. La synthése de protéines d'intérét peut étre localisée dans des organes
précis de la plante, ce qui permet de simplifier la purification de ces protéines. L'étape
de purification peut aussi étre éliminée en exprimant le géne dans des parties
comestibles de la plante. De plus, le taux de synthése de protéines recombinantes est
parfois élevé : des rendements de 1mg/g de poids sec ont déja été obtenus pour une
expression cytosolique. Aussi, les risques de contamination avec des endotoxines et des
microorganismes pathogénes pour les humains sont diminués puisque les humains ne
seraient pas des hotes potentiels pour la plupart des phytopathogénes. Finalement,
comme les infrastructures nécessaires a la production a grande échelle de plantes

agricoles sont déja en place, les co(ts de production seraient alors diminués.

En laboratoire, Nicotiana sp. est le modéle de plante le plus souvent utilisé et les
premiers anticorps recombinants a étre exprimés dans les plantes ont été produits dans
N. tabacurn en 1988 (During, 1988). Ces plantes sont connues et faciles a transformer et
a étudier. Mais, puisque ces plantes ne sont pas comestibles, leur utilisation en
moléculture nécessite des étapes de purification de la protéine recombinante. D‘autres
especes telles la tomate ou la pomme de terre ont par la suite été étudiées pour servir

de manufacture a8 médicament comestibles.



1.2  Exemples de plantes productrices de protéines pharmaceutiques

Plusieurs compagnies et laboratoires ont développé des stratégies intéressantes
pour la confection de plantes pouvant exprimer des vaccins contre des maladies
humaines et animales (Tableau I), des anticorps qui pourraient conférer une protection a
court terme contre des agents infectieux (Tableau II) ainsi que des protéines
thérapeutiques (Tableau III) (Giddings et al, 2000). En ce moment, les plantes
productrices de protéines bio-pharmaceutiques ne sont pas encore sur le marché (Raskin
et al, 2002). Seulement quelques produits sont en phase clinique.

Dans cette section, deux exemples de production de vaccin contre le virus de
I'népatite B sont présentés. Dans le premier cas, |'antigéne de surface du virus humain
de I'népatite B (HBsAg) est synthétisé par une plante de tabac tandis que dans le
deuxiéme exemple, le vaccin est comestible puisqu’il a été développé dans la pomme de

terre.

Actuellement, la production de vaccins contre le virus de I'hépatite B est colteuse
et n’est pas facilement accessible pour les pays en développement. Il est produit a partir
d’une culture de levure exprimant le HBsAg. Le rHBsAg est extrait et doit étre traité
chimiquement pour retrouver sa conformation initiale en particule « virus-like » (VLP)
afin d'étre efficace (Kong et a/, 2001).

L'équipe de Mason et Arntzen (Mason et a/, 1992; Thanavala et a/, 1995) a
développé une plante de tabac (WNicotiana tabacum) transgénique exprimant HBsAg
(Tableau I). Le rHBsAg synthétisé par les plantes de tabac ont des caractéristiques
similaires a I'antigéne sauvage : il est retrouvé dans les feuilles sous forme VLP d’environ
22nm, il a des propriétés physiques similaires aux HBsAg dérivés de sérum humain et il
est reconnu par des anticorps monoclonaux contre le HBsAg. Les protéines purifiées des
feuilles de tabac exprimant le rHBsAg ont été injectées a des souris. Celles-ci ont
développé une réponse immunitaire qualitativement similaire a celle obtenue avec le
vaccin commercial dérivé de la levure. Les IgM et toutes les sous-classes spécifiques des

IgG ont été retrouvés dans le sérum des souris vaccinées avec le rHBsAg de tabac, tout



comme avec le rHBsAg commercial de levure. Aussi, les souris ont développé une
réponse spécifique des cellules T au HBsAg. Ces cellules qui ont été en contact avec le
rHBsAg dérivé du tabac pouvaient par la suite étre stimulées /n vitro par le rHBsAg
dérivé du tabac ou de la levure (commercial) ainsi que par un peptide synthétique
représentant une région spécifique du HBsAg (déterminant a localisé dans la région S du
HBsAg). 1l a donc été démontré que les épitopes reconnus des cellules B et T spécifiques
au HBsAg ont été préservés lors de I'expression de l'antigéne dans une plante
transgénique.

Cette méme équipe a aussi développé un vaccin comestible contre le virus de
I'népatite B dans les pommes de terre (Solanum tuberosum) (Richter et al., 2000; Kong
et al, 2001). Ce type de vaccin pourrait étre efficace afin d'augmenter I'immunité dans
les muqueuses, comme c'est le cas des maladies entériques, respiratoires ou celles
transmises sexuellement. Des souris ont été nourries une fois par semaine pendant trois
semaines avec 5 g de tubercules pelés et crus contenant une dose d'environ 42 g de
rHBsAg. Ces tubercules étaient enrobés d'un adjuvant. Les souris ont développé une
réponse humorale efficace. Aussi, une dose de rappel injectée avec le rHBsAg
commercial de levure a montré que les souris étaient dotées de cellules mémoires. Selon
cette étude, I'antigéne se situerait dans les cellules des tubercules, attaché aux vésicules
sous forme de VLP. Ainsi, la cellule jouerait un role de biocapsule en protégeant
I'antigéne de la dégradation dans l'intestin. Le vaccin comestible pourrait donc étre une
alternative intéressante aux vaccins traditionnels. Il est de plus en plus évident que les
plantes offrent des avantages pour la production de protéines recombinantes. Il est a
prédire que leur utilisation sera répandue dans les années a venir.



Tableau I : Production de vaccins dans les plantes transgéniques

Application

potentielle

Virus de I'hépatite
B

Carie dentaire

Choléra et diarrhée
causée par £. colf

Choléra

Diarrhée due au
Virus de Norwalk

Rage

SIDA

Références

Plantes Protéine
Tabac/
Pomme de rHBsAg
terre
Protéine de surface SpaA de
Tabac Streptococcus mutans
Tabac/Pomme  Entérotoxine LT-B labile a la
de terre chaleur de £ col/
Pomme de Sous-unités des toxines CtoxA
terre et CtoxB de V. cholerae
Tabac/Pomme  Protéine de la capside du Virus
de terre de Norwalk
Tabac/Epinard Glycoprotéine du virus de la
rage
Tabac/féve
noire : .
(blackeyed Epitope du VIH (gp120)
bean)

Ma et Hiatt, 1996
Tacket et Mason,
1999; Richter et a,
2000; Kong et al,,

2001

Tacket et Mason,
1999

Tacket et Mason,
1999

Fischer et a/, 2000

Dixon et Arntzen,
1997

McGarvey et a/.,
1995

Doran, 2000;

Adapté de l'article de Giddings et a/., 2000



Tableau II : Production d'anticorps dans les plantes transgéniques

Protéine

Références

But Plantes
Immunoglobuline
Synthése d'Ig sécrétoires
pour le traitement de la Tabac
carie dentaire
Synthése de IgG1 Tabac
Assemblage et sécrétion Tabac

de IgG
Fragment Fv a chaine unique

Accumulation et

Hybride spécifique sIgA-G

pour antigéne II de S. mutans

IgG spécifique pour protéine
de surface de S. mutans (SA
I/1I)

1gG spécifique pour la
créatine kinase humaine

Smith et Glick,
2000; Ma et Hiatt,
1996

Hiatt et a/, 1989;
Ma et Hiatt, 1996

Conrad et al,
1998

Conrad et af,
entreposage de protéines PoTeTrz de scFv lié au phytochrome 1998; Hamamoto
dans les tubercules et a/, 1993
Traitement de lymphome Tabac scFv de IgG de cellules Bde  McCormick et a/,

non-Hodgkinien lymphome de souris 1999
Production d anglgene o scFvT84.§6‘contre les Stoger et 4.,

marqueur associé aux Ceréales antigenes 2000
tumeurs carcinoembryogéniques

Adapté de larticle de Giddings et a/, 2000.



Tableau III : Production de produits pharmaceutiques dans les plantes transgéniques

Application potentielle Plantes Protéine Références
Anticoagulant
Voie de synthese de la Tabac Protéine C humaine Cramer, 1996

protéine C

Inhibiteurs indirects de
thrombine

Tabac, colza,
moutarde

Protéines/hormones recombinantes

Neutropénie Tabac

Anémie Tabac

contrbe prlfiration celuiare T2
Traitement de I'népatite Bet C  Riz, navet
Pomme de

Cirrhose du foie terre, tabac

Substituts du sang Tabac

Collagéne Tabac

Inhibiteurs de Protéines/Peptides
Inhibiteur de trypsine pour la

transplantation Mais
. Tabac,
Hypertention tomate
P Nicotiana
Thérapie du VIH benthamiana
Enzymes recombinantes
Maladie de Gaucher Tabac
Nutraceutiques
Déficience en provitamine A Riz
Déficience en acides aminés Pomme de
terre

variant 2 de l'hirudine
humaine

Facteur de stimulation de
colonie de granulocyte-
macrophage humain

Erythropoiétine humaine

Facteur de croissance
épidermal humain

Interféron-o humain

Albumine de sérum humain

Hémoglobine humaine

Collagéne-1 homotrimérique
humain

Aprotinine humaine
Enzyme angiotensine-1-
converting

a-trichosanthine de la
protéine de capside de
TMV-Ul

Glucocérébrosidase

Daffodil phytoene synthase

Albumine de graine Amal
de Amaranthus
hypochondiracus

Parmenter, 1995;
Boothe et a/,, 1997

Ganz et al, 1996;
Goddijn et Pen,
1995

Ganz et al,, 1996;
Goddijn et Pen,
1995

Ganz et al, 1996;
Goddijn et Pen,
1995

Ganz et al, 1996;
Goddijn et Pen,
1995

Ganz et a/, 1996;
Goddijn et Pen,
1995; Sijmons et a/,
1990

Halling-Sgrenson et
al., 1998

Halling-Sgrenson et
al, 1998

Zhong et al,, 1999

Hamamoto et a/,
1993

Kumagai et a/, 1993

Cramer, 1996;
Cramer et a/, 1999

Burkhardt et a/,
1997

Chakraborty et al,
2000

Adapté de l'article de Giddings et a/, 2000.



1.3  Création de plantes transgénigues

1.3.1 Processus de transformation

Dans les exemples décrits précédemment, la transformation des plantes de tabac
et de pomme de terre pour leur transférer le géne codant pour le HBsAg dans leur
génome a été réalisée par l'agroinfection médiée par Agrobacterium tumefaciens.
D'autres méthodes existent, tel le bombardement particulaire. Ces deux méthodes de

transformation sont présentées ci-dessous.

A. tumefaciens est une bactérie Gram négative phytopathogéne qui vit dans le
sol. Elle renferme le plasmide Ti (tumor-inducing) en plus de son chromosome bactérien
(www.colostate.edu; Snyder et Champness, 1997). Ce plasmide Ti contient un fragment
d’ADN, I'ADN-T (~20kb), qui est transféré dans la cellule de la plante en processus
d'infection. Le plasmide Ti contient aussi une série de génes de virulence (vir) qui
dirigent le processus d'infection et permettent le transfert de ’ADN-T du plasmide Ti au
génome végétal. L'intégration de 'ADN-T dans le génome des cellules végétales se fait
de fagon aléatoire. Dans la nature, A. tumefaciens cause le développement de tumeurs
chez la plante infectée. En laboratoire, les génes de I'ADN-T qui causent ces tumeurs
sont remplacés par les génes d'intérét. A. tumefaciens qui porte un plasmide Ti modifié
transfére les génes dintéréts dans le génome de cellules infectées (Figure 1A).
Généralement, cette bactérie infecte les cellules de plantes dicotylédones, tels les

plantes de tabac et de pomme de terre (http://dragon.zoo.utoronto.ca).

Le bombardement particulaire consiste a fixer de I'ADN linéaire ou circulaire
portant le géne d'intérét sur des microparticules d'or ou de tungsténe. Ces billes sont par
la suite projetées a une vitesse élevée sur un disque foliaire (Figure 1B). La force de
I'i/mpact doit permettre aux microparticules de pénétrer dans le noyau de quelques
cellules du disque foliaire. L'ADN vy est libéré et intégré au génome de la plante de facon
aléatoire. Cette technique est utilisée principalement pour transformer les cellules de

plantes monocotylédones, comme le mais et le riz (http://dragon.zoo.utoronto.ca).
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Figure 1 : Transformation de cellules végétales.

A) Agroinfection. Agrobacterium turnefaciens portant un géne d'intérét (ADN-T) dans son plasmide Ti est
mise en présence de disques foliaires pour une co-culture de 48 heures. Les disques foliaires sont ensuite
transférés sur un milieu de culture contenant un agent de sélection pour la regénérescence des cellules
transformées (cals). Les plantules transformées avec le géne d'intérét montrent la croissance de racines et
de tigelles et sont cultivées dans un milieu adéquat pour la regénérescence d’une plante compléte (Adapté
de www.cipotato.org).

B) Bombardement particulaire. Les billes d'or enrobées d’ADN sont déposées sur un disque transporteur. Les
billes sont pulvérisées par la pression d’hélium déterminée par la robustesse du disque de rupture choisi.
L'écran d'arrét permet aux billes détre dispersées vers les cellules cibles ainsi que d’empécher le disque
transporteur de se retrouver sur la plaque cible (Adapté de www.mgki.hu/inst/wheat/image17.jpg). Comme
pour l'agroinfection, les cellules cibles sont ensuite transférées sur un milieu de culture contenant un agent
de sélection pour la regénérescence des cellules transformées.
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1.3.2 Caractéristiques des constructions géniques

Puisque ce ne sont que quelques cellules végétales qui intégrent le géne d'intérét
dans leur génome lors de la transformation, il est nécessaire dintroduire un géne de
sélection en méme temps que le géne dintérét. Ceci favorisera dés le départ la
croissance des cellules transformées. Pour I'agroinfection, ce géne de sélection est inséré
dans I'ADN-T. Pour le bombardement particulaire, il peut étre sur le méme plasmide que
le géne d'intérét ou dans une autre construction qui se trouvera sur la méme particule
d'or. Ce géne de sélection est souvent un gene de résistance a un antibiotique comme la
kanamycine (Snyder et Champness, 1997).

Afin d'assurer la transcription du géne d'intérét, une séquence promotrice y est
ajoutée en amont. La plupart des promoteurs utilisés dans les plantes transgéniques
sont constitutifs, comme le promoteur 35S (Pcamv 355) provenant du virus de la mosaique
du chou-fleur (CaMV) (Aoyama et Chua, 1997; Bohner et Gatz, 2001;
www.colostate.edu). Dans bien des cas de transformation, que ce soit a I'aide de
I'agroinfection ou du bombardement particulaire, le géne d'intérét se trouve sous le
contrdle de ce promoteur car il résulte généralement en un degré tres élevé d'expression
dans les plantes (Mori et a/, 2001). Ce promoteur méne a une synthése constante du

produit ciblé et permet une expression non spécifique a un tissu.

Par contre, des études ont montré que les rendements des protéines d'intérét
synthétisées a partir du Pcawy 355 Ne sont pas suffisants pour une production massive de
produits bio-parmaceutiques; parfois la production est trés faible. Par exemple,
I'accumulation d’albumine de sérum humain est de 0,02% des protéines solubles totales
(PST) et la protéine C humaine est de 0,001%. Alors, il peut étre nécessaire de
restreindre I'expression dans un organe de la plante, comme les graines en utilisant le

promoteur adéquat, Pg:s par exemple.
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Il n‘est pas toujours approprié d'exprimer les protéines d'intérét en tout temps
(Zuo et Chua, 2000). Dans certains cas, I'expression constante des génes choisis pourrait
avoir des effets nuisibles sur la plante, voire toxique et bloquer la regénération de la
plante. Ces effets Iétaux peuvent d’'une certaine facon étre contournés en utilisant un
promoteur tissu-spécifique. Mais les systémes d'expression inductible offrent une
solution plus générale et flexible. Deux grandes catégories de promoteurs inductibles

existent : les promoteurs naturels et les promoteurs synthétiques.

1.3.3 Les promoteurs inductibles naturels

Certains promoteurs inductibles naturels utilisés en biotechnologie sont
endogénes (Gatz et Lenk, 1998). Ces promoteurs répondent naturellement a des stimuli
spécifiques rencontrés par les plantes. Par exemple, le promoteur PR-1a est
naturellement induit par I'attaque de pathogenes, le stress oxydatif et la sénescence des
feuilles. Il répond aussi au benzothiadiazole (BTH) (Gorlach et a/, 1996). Ce composé

peut étre appliqué de facon a obtenir une expression locale des génes d'intérét.

Plusieurs promoteurs inductibles naturels proviennent d‘autres organismes (Gatz
et Lenk, 1998). Ceux-ci permettent de mieux contrOler dans le temps |'expression des
genes d'intérét étant donné que les inducteurs ne sont pas présents naturellement dans
la plante. Le géne de régulation du promoteur doit aussi étre exprimé dans la plante
transgénique en plus du géne d'intérét. Certains de ces promoteurs ont été trouvés chez
les procaryotes, comme le promoteur Tet. Ce promoteur contréle I'expression du géne
de résistance a la tétracycline et est régulé par cet antibiotique. Un autre type de
promoteur rencontré est le promoteur Gal4 de la levure qui est régulé par la présence du

galactose.
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1.3.4 Les promoteurs inductibles synthétiques

Les promoteurs inductibles synthétiques remplacent de plus en plus les
promoteurs naturels. La construction des promoteurs synthétiques est généralement
basée sur des composantes de promoteurs naturels. Plusieurs modifications de
séquences améliorent la spécificité de linduction et la puissance de l'expression. En
général, le site du promoteur qui lie le facteur de transcription est répété en de multiples
copies en tandem (Zuo et Chua, 2000). De plus, ce tandem est fusionné a un promoteur
minimal, tel le promoteur tronqué Pcawy 35s. Ce dernier contient entre autre la boite TATA

nécessaire a la transcription dans la plante.

Afin d’obtenir un meilleur contréle de la transcription du géne d'intérét, le facteur
de transcription est chimérique et se trouve sous sa forme inactive dans le cytoplasme
(Zuo et Chua, 2000). Généralement, il est composé d'un domaine de liaison a I'ADN qui
reconnait le promoteur inductible, du transactivateur VP16 du virus Herpes simplex ainsi
que d’un récepteur d’hormone stéroidien. Les mécanismes de régulation des récepteurs
d’hormones animaux sont trés bien documentés. En absence du ligand, le récepteur est
séquestré en un monomeére dans le cytosol par un complexe de protéines de régulation
cellulaire, dont une protéine de choc a la chaleur (hsp). En présence du ligand, les
protéines de régulation sont relachées, le récepteur se dimérise et est transporté au
noyau. Quelques promoteurs synthétiques développés pour I'induction de génes d'intérét

dans les plantes sont présentés dans le tableau IV.

L'expression du géne d'intérét dans les plantes transgéniques est trés variable
(van Leeuwen et al, 2001). Cette variabilité a été observée au sein d'une méme plante
et aussi entre des plantes transformées de fagon indépendante. L'activité de promoteurs
différents peut étre une cause de cette variation entre les plantes. Par contre, lorsque le
nombre de copies et la nature du transgéne sont identiques, plusieurs autres facteurs
peuvent influencer la régulation temporelle de I'expression du géne dintérét. Le site
d'intégration du transgéne (effet de positionnement) ainsi que I'dge des cellules sont les

principaux facteurs en cause dans les variations de I'expression du transgene. L'effet de
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positionnement est une conséquence due a la structure de la chromatine entourant le
transgene qui difféere selon le locus dans lequel il a été intégré. Les variations dans le
temps entre les cellules au sein d'une plante ou d'une feuille sont aussi des
conséquences de la structure de la chromatine qui peut étre modifiée dans le temps
selon les génes environnants; la distribution des facteurs de transcription différe aussi
selon I'age des cellules. Ces phénoménes pourraient faire en sorte quiil y ait une
variabilité dans I'accessibilité des facteurs de transcription selon le site d'intégration dans

le génome de la plante et 'age des cellules.

1.3.5 Prop10.: Grands principes de fonctionnement

Le promoteur Prqpi0 €st un promoteur synthétique inductible (Bdhner et a/, 1999;
Bohner et Gatz, 2001) (Tableau IV). Il est constitué de sept opérateurs tet en amont de
la séquence minimale du Py 355 (de =48 & +1). L'expression du géne d'intérét peut étre

régulée par plusieurs facteurs de transcription différents selon Iactivité recherchée.

Le facteur de transcription TetR seul permet une dé-répression de I'expression du
géne d'intérét en présence de la tétracycline (Gatz et a/, 1992; Gatz, 1997; Gatz et
Lenk, 1998). Il est constitué du domaine de liaison a I'ADN 7n10 codant pour le
répresseur procaryotique Tet (TetR). TetR lie les opérateurs tet avec une grande affinité
en absence de la tétracycline. L'application de l'antibiotique relache le facteur de
transcription, relevant la répression. Le répresseur TetR peut étre converti en activateur
(tétracycline transactivateur, tTA) par sa fusion avec la séquence d'activation de la
protéine VP16 du virus herpes simplex (Weinmann et al., 1994). L'abolition de la liaison
du tTA aux opérateurs tet par I'application de tétracycline empéche I'expression du géne
d'intérét.

Finalement, le facteur de transcription chimérique TGV permet un controle plus
raffiné de I'expression (Bohner et a/, 1999; Bohner et Gatz, 2001). La structure de TGV
est basée sur celle du tTA. Il est constitué du domaine TetR; la liaison peut donc étre

efficacement abolie en présence de tétracycline. TetR est fusionné au domaine de liaison
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a I'hormone du récepteur de glucocorticoide de rat (GR). Ce domaine permet la
séquestration du facteur de transcription dans le cytoplasme en absence de l'inducteur
et le transport vers le noyau pour en présence d'une hormone stéroidienne telle le
dexaméthasone (Figure 2). Finalement, tout comme tTA, TGV contient le domaine
d'activation de VP16 qui permet de débuter la transcription suite a la liaison du facteur

de transcription au promoteur spécifique Propo.

L'utilisation du facteur de transcription TGV est plus avantageuse que TetR et
tTA (Bohner et al, 1999; Bohner et Gatz, 2001). La régulation de I'expression des génes
d'intérét par TetR et tTA nécessitent un apport constant de tétracycline pour dé-réprimer
ou pour inactiver la transcription respectivement. La demi-vie de la tétracycline dans les
plantes est courte alors que la quantité de dexaméthasone nécessaire pour 'activation
de la transcription par le TGV est moindre. De plus, TGV a un double controle : la
transcription peut étre activée par le dexaméthasone et inactivée par la tétracycline. II
est aussi a noter que le contréle de la transcription a l'aide du TGV est plus serré étant
donné la séquestration de ce facteur de transcription dans le cytoplamse en absence de

I'inducteur.

Le promoteur Prop10 Offre donc plusieurs possibilités de controle de I'expression
du géne dintérét. Sa flexibilité permet son utilisation dans les plantes pour de

nombreuses fins.
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Tableau IV : Promoteurs inductibles synthétiques

Facteur de

Promoteur Systéme transcription Inducteur Références
De-répression TetR Tétracycline Gatz et 4/, 1992
- . . Weinmann et a/,
Top10 Inactivation tTA Tétracycline 1994
Inactivation et TGV Tétracycline et Bohner et al,
activation dexaméthasone 1999
GAL4 UAS Activation GVG Dexaméthasone Aoyamlaggl; Chua,
GAL4 UAS Activation GRVH Ecdysone RH5992 Mart';‘g;;t at.,
LexA Activation XVE B-estradiol Zuo et 4/, 2001

Adapté des articles Gatz et Lenk, 1998 et Zuo et Chua, 2000.

A

—~F— TetR D‘-/L&I

TGV VP16

dex

e | ar

TGV VP16

Figure 2 : Fonctionnement du promoteur Prgp;q.

A) En absence de I'Inducteur, le facteur de transcription TGV est séquestré dans le cytoplasme de la cellule.
1l n'y a donc pas de transcription a partir de Prop1o.

B) L'ajout de I‘inducteur, qui se lie au domaine de liaison GR, permet au TGV d'étre transporté dans le noyau
et de se lier au promoteur Prqpio par le domaine 7710 (TetR). Cette liaison méne & la transcription du géne
d'intérét grace au transactivateur VP16.

(Adapté de Bohner et af,, 1999 et de Bshner et Gatz, 2001).
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2 Les vecteurs viraux

Une autre approche utilisée pour la production de protéines d'intérét est
I'utilisation de vecteurs viraux (Giddings et al, 2000). Les virus choisis sont manipulés
afin qu’un géne étranger soit ajouté dans le génome viral. A la suite de I'inoculation des
plantes par le virus chimérique, le géne d'intérét est alors répliqué et traduit en méme
temps que le génome viral par la cellule hote (Figure 3). Le virus se propage d’une
cellule a l'autre jusqu'a ce qu'il se répande dans la plante entiére. L'infection d’une plante
par un vecteur viral résulte souvent en des niveaux d'expression vraiment élevés du
gene d'intérét qui sont rarement atteignables par I'expression inductible ou constitutive

du transgene (Pogue et al., 2002).

2.1  Exemples d'utilisation des vecteurs viraux

Plusieurs vecteurs viraux ont été étudiés (Tableau V), entre autres le fobacco
mosaic virus (TMV), le brome mosaic virus (BMV), le tobacco etch virus (TEV) et le cow
pea mosaic virus (CPMV) (Pogue et a/,, 2002). Dans certains vecteurs viraux, la stratégie
adoptée a été de remplacer un géne viral, telle la séquence codante pour la capside (CP)
par le géne dintérét. Cette procédure peut par contre affecter le mouvement cellule-
cellule ou systémique du virus, comme il a été le cas avec le BMV et le TMV
respectivement. Pour bien des vecteurs, le géne d'intérét est intégré dans le génome
sans éliminer de séquences virales. De tels vecteurs ne sont donc pas limités dans leur
cycle de réplication et de propagation dans la plante susceptible. Dans ce cas, le géne
d'intérét peut étre ajouté de fagon a étre libre dans la cellule ou en fusion avec une
protéine virale. Cette derniere méthode peut alors étre utilisée dans la confection de
vaccins ol un épitope est fusionné a la capside, ce qui fait en sorte que le virus présente

I'antigene d'intérét a sa surface.
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Figure 3 : Cycle de réplication des phytovirus & ARN monocaténaire de polarité positive.

Chez les phytovirus, le génome est souvent un ARN de polarité positive. L'ARN génomique, une fois a
Iintérieur de la cellule, est tradult par la machinerle cellulaire (1) et les protéines du complexe de réplication
sont ainsi synthétisées. (2) Le complexe de réplication transcrit 'ARN viral en brin complémentaire, qui lui
sert de matrice (3) pour la synthése de plusieurs brins positifs. (4) Ces ARN sont & nouveau traduits et une
grande quantité de protéines virales en résulte. Une seule particule virale peut ainsi fabriquer les protéines
nécessaires a la confection de milliers de virions dans une seule cellule.
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Tableau V : Protéines d'intérét médical ou agricole exprimées dans les plantes via les

vecteurs viraux

Groupe Virus Exemples Références
Bromovirus BMV IFN-y French et a/, 1986; Mori et al/,
1993
Buratti et @/, 1998; Durrani et
Comovirus CPMV Peptide gp41 du VIH-1 al,, 1998; Mclain et a/, 1995;
Mclain et a/, 1996.
Epitope gp120 du VIH Mushegian et Shepherd, 1995
Epitope HR14 du rhinovirus humain Tacket et Mason, 1999
Protéine de liaison a la fibronectine (FnBP) de Brennan et a/, 1999a;
Staphylococcus aureus Brennan et a/, 1999b
. Usha et a/, 1993; Beachy et
Epitope VP1 du virus de la fiévre aphteuse al,, 1996; Tacket et Mason,
1999
Epitope VP2 du parvovirus canin Langeveld et a/, 2001
Potex PVX Protéines insecticides : WIN3 Lawerence et Novak, 2001
Peptide gp41 du VIH-1 Marusic et a/, 2001
Protéine de liaison a la fibronectine (FNBP) de
Staphylococcus aureus Brennan et &/, 193%
Potyvirus clyw Glutamine synthase Masuta et a/, 2000
ppy VP60 de la maladie du virus hémorragique du  Femandez - Fernandez et a,
lapin (RHDV) 2001
Peptide VP2 du parvovirus canin Fernandez - fg;gandez et al,
TEV Herbicide bar dans Arabidopsis Whitham et a/, 1999
ZYMV Interféron-a 2 Arazi et al, 2001
Protéines antitumorales MP30 et GAP32 Arazi et a/, 2002
. . . Yusibov et a/, 1997; Modelska
Tobamovirus  TMV Peptide GP3 du virus de la rage et al, 1998
Peptide du VIH-1 Yusibov et al, 1997
a-galactosidase A humaine Pogue et 3/, 1998
VP1 du virus de la fiévre aphteuse Wigdorovitz et a/, 1999
: . - . Sugiyama et a/, 1995; Beachy
Epitope hémagglutinine du virus de Influenza et al, 1996
. . " Tacket et Mason, 1999; Turpen
Peptide du parasite de la Malaria et al, 2001
Peptide du virus de I'hépatite murin Koo et al, IQEgE;BBeachy et al,
c-Myc Beachy et a/, 1996
Peptide du virus de I'hépatite C Nemchinov et a/., 2000
Tombusvirus ~ TBSV Peptide gp120 du VIH-1 Joelson et al., 1997

Abbreviations : BMV (Brome mosaic virus), CIYVV (Clover yellow vein virus), CPMV (Cowpea mosaic virus),
PPV (Plum pox virus), PVX (Potato virus X), TEV (Tobacco etch virus), TMV (Tobacco mosaic virus), TBSV

(Tomato bushy stunt virus), ZYMV (Zucchini yellow mosaic virus).
Adapté des articles de Giddings et a/, 2000 et Pogue et a/.,, 2002,
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La production de vaccin est un exemple a I'étude pour bien des vecteurs viraux
(Tableau V). Les études de Brennan et al (1999b) montrent qu'il est possible de
produire un vaccin intra-nasal contre Staphylococcus aureus ou un virus de plante est
utilisé comme transporteur de peptides immunogéniques au systeme immunitaire
mucosal. Le phytovirus que cette équipe a utilisé est le Cow pea mosaic virus (CPMV).
Dans la séquence codante pour la protéine de la capside S du CPMV, ils ont ajouté les
nucléotides codant pour 30 acides aminés du domaine D2 de la protéine B de liaison a la
fibronectine (FnBP) de Staphylococcus aureus. Comme chaque particule virale contient
60 unités de capside, autant de copies de |'antigéne D2 seront produites. Les particules
virales extraites des plantes de niébé ou dolique (pois a vache, Cow pea) infectées avec
le CPMV chimérique ont été administrées dans le museau de souris. Des anticorps
spécifiques au CPMV et au domaine D2 du FnBP ont été retrouvés en grande quantité
dans le sérum de ces souris. De plus, les fluides intestinaux, vaginaux et des bronches
contenaient des IgA sécrétoires spécifiques a l'antigéne. Ce vaccin semblerait donc
posséder les caractéristiques permettant une immunisation sécuritaire et efficace contre

des pathogénes des muqueuses.

2.2  Les potyvirus

Comme mentionné au tableau V, plusieurs exemples de vecteurs utilisant les
potyvirus ont été étudiés. Le virus de la mosaique du nevet (TuMV) faisant partie de ce
groupe et étant l'objet de notre recherche, nous porterons ici une attention particuliére a

ces virus.

2.2.1 Généralités

Le groupe des potyvirus contient le plus grand nombre de virus de plantes et
cause les plus grandes pertes économiques (Maia et a/, 1996; Nicolas et Laliberté, 1992;
Sanchez et a/, 1998; Dolja et a/,, 1993; Urcuqui-Inchima et a/, 2001). De plus, ces virus
peuvent infecter un grand spectre d’hotes dans toutes les régions climatiques, que ce
soit chez les monocotylédons ou les dicotylédons. Ils sont les plus répandus chez les

cruciféres tels le chou de Bruxelles, le canola et le chou-fleur.
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2.2.2 Propriétés génomiques

Les potyvirus font partie de la superfamille des Picornaviridae (Urcuqui-Inchima
et al, 2001). Les virions sont de longues particules flexibles et filamenteuses non
enveloppées (Maia et a/, 1996; Sanchez et al, 1998). Leur génome est constitué d'un
ARN monocaténaire de polarité positive d’environ 10kb (Figure 4). L'extrémité 5’ est liée
de fagon covalente a la protéine virale VPg alors que I'extrémité 3’ est polyadénylée.
L'’ARN viral ne posséde qu'un cadre de lecture (ORF) qui est traduit en une seule

polyprotéine de plus de 3000 acides aminés (Urcuqui-Inchima et &/, 2001).

2.2.3 Caractéristiques des protéines

La polyprotéine est co- et post-traductionnellement hydrolysée en au moins dix
protéines par trois protéinases virales (Figure 4). Les protéines résultantes sont
multifonctionnelles, et méme les protéinases possedent d’autres fonctions nécessaires a
la virulence. Aussi, toutes les protéines virales sont impliquées a divers degrés dans la

réplication et la propagation du génome.

P1 est la protéine a I'extrémité amino-terminale de la polyprotéine. Elle possede
une activité protéasique en cis a son extrémité carboxy-terminale (Verchot et Carrington,
1995) (Figure 4). Les autres fonctions de P1 ne sont pas trés connues mais il a été
mentionné qu’elle lie 'ARN de fagon non-spécifique et serait peut-étre impliquée dans
I'amplification génique et le mouvement viral (Urcuqui-Inchima et a/, 2001; Klein et al,
1994).

Tout comme P1, HC-Pro (Helper-Component proteinase) clive la polyprotéine en
cis a son extrémité carboxy-terminale (Figure 4). HC-Pro est aussi impliquée dans le
mouvement viral de longue distance. Il a été proposé que cette protéine serait
responsable de I'entrée et de la sortie du virion dans le systéeme vasculaire de la plante
hote (Urcuqui-Inchima et a/, 2001). De plus, le maintien de la réplication virale, la
transmission par les pucerons et la suppression du mécanisme de résistance naturelle
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des plantes contre les virus sont d'autres fonctions importantes attribuées a HC-Pro
(Kasschau et a/, 1997; Kasschau et Carrington, 2001; Urcuqui-Inchima et &/, 2001).

P3 est normalement associée a la protéine 6K1 (Urcuqui-Inchima et a/, 2001).
Ces deux protéines ne lient pas I'’ARN directement mais participent a la réplication en

interagissant avec I'hélicase virale (CI). Leur fonction précise n’est pas encore élucidée.

La CI (protéine d'Inclusion Cytoplasmique) s’accumule dans le cytoplasme en
structures coniques ou plusieurs répliques de I'ARN viral y seraient associés (Urcuqui-
Inchima et a/, 2001). La CI posséde une activité hélicase et cette protéine participerait
donc a la réplication en se liant a I’ARN viral pour le dérouler. La CI est également

présente a l'entrée des plasmodesmes et contribuerait au mouvement cellule-cellule.

La protéine 6K2 possede un domaine hydrophobique central flanqué de résidus
chargés. Ceci fait d’elle une protéine intégrale des membranes dérivées du réticulum
endoplasmique (RE) (Schaad et al, 1997). La protéine 6K2, lorsque liée a la VPg-Pro,
permettrait d'ancrer le complexe de réplication viral aux membranes du réticulum
endoplasmique. Aussi, cette association empécherait 'accumulation de la VPg-Pro dans

le noyau cellulaire (Schaad et a/, 1997; Urcuqui-Inchima et a/,, 2001).

La VPg-Pro est responsable de la maturation du deux-tiers carboxy-terminal de la
polyprotéine (Urcuqui-Inchima et &/, 2001; Laliberté et a/, 1992) (Figure 4). Ce
processus de clivage par la VPg-Pro est trés contr6lé afin d'obtenir des produits
intermédiaires et matures qui possédent tous des fonctions bien définies. Les sites de
clivage different entre eux par la vitesse de leur hydrolyse. La VPg-Pro s'autoclive en
deux domaines, soit le domaine VPg et le domaine Pro. La VPg-Pro et ses sous-produits
(VPg et Pro) sont requis pour réaliser différentes fonctions, entre autres dans la
réplication et dans la liaison a I'ARN viral. Aussi, la VPg a un rdle prédominant dans la
traduction de I'ARN viral (Léonard et a/, 2000; Wittmann et a/, 1997). Elle lie le facteur
de traduction de la cellule hote elF(iso)4E pour former le complexe de traduction.
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Figure 4 : Stratégie d'expression des protéines des potyvirus.

L'ARN de polarité positive est traduit en une seule polyprotéine. Cette polyprotéine est autoclivée en dix
protéines matures par trois protéinases virales : P1, HC-Pro et VPg-Pro.
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Figure 5 : Emplacements connus pour I'ajout de génes d'intérét.
Les sites rapportés sont identifiés par des fléches
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elF(iso)4E est la protéine de liaison a la coiffe des ARNm et joue un role essentiel dans
I'initiation de la traduction. La VPg-Pro est aussi nommée dans la littérature NIa pour
Nuclear Inclusion a (Urcuqui-Inchima et a/, 2001). La VPg-Pro est accumulée dans le
noyau cellulaire et, pour certains potyvirus, y forme des corps d'inclusion. Son
association avec 6K2 ralentierait 'accumulation de la protéine dans le noyau cellulaire.

Le rdle de la VPg-Pro role dans cet organite n'est pas défini.

La polymérase virale (Pol) posséde le motif conservé GDD caractéristique des
ARN polymérases dépendantes d’ARN (RdRp) (Urcuqui-Inchima et a/, 2001). La Pol lie
les domaines VPg et Pro ainsi que la protéine de liaison a la queue de Poly(A) (PABP) de
la cellule héte. Ainsi, la traduction et la réplication seraient des étapes fortement liées.
Elle est aussi nommée NIb car elle forme des corps d'inclusion nucléaire pour certains
virus, tout comme la VPg-Pro. Les fonctions de la polymérase dans le noyau ne sont pas

définies.

La protéine de la capside (CP) sert a protéger I’ARN viral. Elle est aussi impliquée
dans la transmission par les pucerons, le mouvement cellule-cellule et systémique ainsi

qu‘a la régulation de I'amplification de I’ARN viral (Urcuqui-Inchima et a/, 2001).

2.2.4 Les potyvirus comme vecteur viral

Les potyvirus sont des vecteurs d'expression intéressants (Guo et al, 1998). La
forme filamenteuse hélicoidale de la particule virale ne pose pas de limite quant a la
taille du génome a étre encapsidé. Ceci permet donc I'ajout de longues séquences
étrangéres au génome viral. De plus, I'organisation génomique permet la traduction des
génes d'intérét a partir du méme ARN que les génes viraux. Cette caractéristique
importante fait en sorte que la protéine d'intérét est synthétisée en quantité équimolaire
avec les protéines virales. Puisque chaque particule virale d’'un potyvirus est formée
d’environ 2000 unités de protéines de la capside (CP), la protéine d'intérét se retrouvera
en grand nombre dans chaque cellule infectée (Fernandez-Fernandez et al,, 2001).
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Au moins deux sites existent pour I'ajout de génes étrangers. Le premier
emplacement étudié se trouve entre les genes qui codent pour les protéines P1 et HC-
Pro (Dolja et al, 1992). Le geéne d'intérét peut étre également inséré entre les génes
codant pour la polymérase et la protéine de la capside (Fernandez-Fernandez et al.,
2001) (Figure 5).

Une application potentielle du vecteur viral de potyvirus est, une fois de plus, la
production de vaccins (Tableau V). Une équipe a montré qu'il est possible dimmuniser
des lapins contre le virus de la maladie de I'hémorragie du lapin (RHDV) a l'aide d'un
Plum pox virus (PPV) chimérique (Fernandez-Fernandez et a/, 2001). Dans cette étude,
la protéine structurale VP60 du RHDV a été introduite entre la polymérase et la capside
du PPV. Le géne d'intérét a été bordé par deux séquences codant pour le site de clivage
de VPg-Pro afin que la protéine soit libre et non en fusion avec une protéine du PPV.
Trois feuilles par plantes de Nicotiana clevelandii ont été inoculées avec I'ADNc du PPV
chimérique qui était inséré sous le contréle du Pcmy 355 L’ADNC viral est alors transcrit
dans quelques cellules transfectées, ce qui méne a la production d’ARN du PPV. Cet ARN
peut alors se répliquer et se propager dans la plante entiere de N. clevelandii. La
protéine VP60 a été détecté dans les plantes 15 jours post-inoculation et une
accumulation maximale a été atteinte aprés 21 jours. L'extrait protéique de N. clevelandii
infectée avec le virus chimérique a été injecté a des lapins. Les lapins ont développé une
réponse immunitaire humorale efficace et ils étaient protégés contre une dose létale du
RHDV (Fernandez-Fernandez et al, 2001). Ce systéme d'expression de vaccin a l'aide

d'un potyvirus chimérique est donc trés efficace et a un avenir prometteur.

2.3  Avantages et inconvénients du vecteur viral

L'avantage majeur dutiliser un vecteur viral est la production élevée de la
protéine d'intérét. Par exemple, il a été montré que la capside virale peut constituer
environ 1% des protéines totales provenant de feuilles infectées (Dolja et al, 1992).
Donc la protéine d'intérét pourrait étre produite en aussi grande quantité dans chaque
cellule. Cependant, les données de la littérature ne sont pas trés précises quant aux

quantités obtenues dans les faits. Souvent, les rendements sont exprimés en unités



25

enzymatiques et rarement en mg par unité de poids. Un autre avantage est lintervalle
de temps restreint pour la production de la protéine. Avec les plantes transgéniques, on
peut compter sur plusieurs mois pour la sélection et la croissance de la plante. Avec les
vecteurs viraux, quelques jours seulement sont nécessaires pour inoculer et prélever la
protéine d'intérét. Finalement, le vecteur viral étant un véhicule épisomal, il y a peu ou
pas de variation dans |'expression de la protéine d'intérét d'une plante a l'autre. L'effet
de positionnement du transgene dans le génome de la plante n'est pas un facteur

critique comme pour les plantes transgéniques.

L'inconvénient majeur des vecteurs viraux est l'instabilité génétique (Pogue et al.,
2002). A bréve échéance, le géne d'intérét est conservé intact, mais si I'infection se
poursuit sur plusieurs semaines, il y a un risque que le géne disparaisse. Par exemple,
des études avec le TEV ont montré que le géne widA (environ 1,8 kb) inséré entre les
génes P1 et HC-Pro était progressivement délété au cours de l'infection (Dolja et al,
1993). Ces délétions avaient des tailles variant de 1 741 a 2 074 nucléotides et plusieurs
types de délétions pouvaient se retrouver dans la méme plante. Le méme phénomene a
été observé pour le géne codant pour la protéine VP16 du RHDV inséré entre les génes
Pol et CP du PPV (Fernandez-Fernandez et al., 2001). Ces délétions ont eu lieu a la suite
d'une infection prolongée (trois a quatre semaines). L'insertion du géne gfp dans le LMV
(Lettuce mosaic Potyvirus) entre P1 et HC-Pro ou dans le PPV entre Pol et CP méne
cependant a une plus grande stabilité de l'insert que widd (German-Retana et al, 2000;
Fernandez-Fernandez et a/, 2001). Ce gene rapporteur est plus petit que widd (750
nucléotides). Il est donc possible que la longueur de linsert soit en cause dans
I'instabilité génétique. Linstabilité génétique est également observée pour tous les
vecteurs viraux, que ce soit le TMV, le BMV et les autres (Pogue et al, 2002).

Le mécanisme proposé pour expliquer l'instabilité génétique des inserts est la
recombinaison illégitime ou non-homologue (Figure 6) (Dolja et a/, 1993; Guo et al,
1998). Durant la réplication, 'ARN polymérase virale ferait des pauses et aurait tendance
a changer de matrice spontanément. Ceci entrainerait parfois des pertes de séquences
virales. Dans le cas de séquences essentielles, cette perte conduit a la production d'un
génome défectif. Dans le cas de séquences non-essentielles, tels les génes d'intérét, leur



26

délétion n'affecte en rien le processus de réplication et de propagation. Les
recombinants sélectionnés pour la propagation virale seraient donc ceux qui auraient
perdu des éléments non-essentiels pour la réplication et le mouvement. Ce phénoméne
aurait été observé pour d'autres virus tel le poliovirus. Cette instabilité génétique limite
donc l'usage des vecteurs viraux et des solutions doivent étre trouvées pour minimiser

ce probléme.
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Figure 6 : Schématisation de I'instabilité génétique d’'un géne étranger dans le génome viral.

Lors de la synthése du brin d’ARN négatif au cours de la réplication, la polymérase aurait tendance a
changer de matrice. Ceci ménerait a la délétion progressive et aléatoire de I'insert.
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3 Hypothése et objectifs de travail

Actuellement, les protéines recombinantes dans les plantes sont obtenues soit
par transformation de la plante avec le gene d‘intérét et son promoteur ou par infection
par un virus chimérique. Par contre, ces deux procédés présentent chacun des
inconvénients importants : 1) I'accumulation de la protéine d‘intérét n'est pas assez
élevée dans la plante transgénique; 2) le géne d'intérét est instable a long terme dans le

génome du virus chimérique.

Nous proposons donc d'obtenir des plantes transgéniques de tabac contenant
dans leur génome I'ADNc du TuMV chimérique. Notre hypothése de travail est qu'une
source stable de transcrits permettra de conserver l'insert dans le maximum de copies
virales possibles. Ceci améliorera la stabilité et I'accumulation de la protéine d'intérét.
L'expression de ce virus doit étre inductible afin de permettre la croissance des plantes

jusqu’au stade adéquat avant d’enclencher la production virale.

Afin de vérifier cette hypothése, nous débuterons ce projet par I'élaboration d'un
virus chimérique, basé sur le TuMV, dont I'expression sera contrélable et qui sera étudié
en expression transitoire. Nos objectifs de travail seront d'insérer un géne rapporteur

dans le génome viral ainsi que de rendre I'expression de I’ADNc du TuMV inductible.

3.1 Insertion d'un géne rapporteur

Les génes codants respectivement pour la protéine de fluorescence verte (GFP)
ou pour la pB-glucuronidase (GUS) seront ajouté entre les séquences codantes pour P1 et
HC-Pro. Ceci permettra de visualiser plus facilement I'infection virale tout en vérifiant la
possibilité d’ajouter des génes étrangers au génome viral. Afin que la protéine d'intérét
soit libre, le géne sera ajouté a la suite de la séquence du site de clivage de P1. De plus,
une séquence codant pour un site de reconnaissance en trans de la VPg-Pro sera

ajoutée aprés du gene rapporteur.
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3.2  Systéme inductible

Dans le plasmide infectieux p35Tunos, I’ADN complémentaire du virus de la
mosaique du navet (TuMV) est sous le controle du promoteur Pcawy 35s. Cependant,
I'expression constitutive du TuMV dans des plantes transgéniques entrainerait des
problémes de regénération due a l'activité des protéines virales sur le systéme de
traduction de la cellule héte. Alors, le promoteur du vecteur infectieux p35Tunos sera
remplacé par le promoteur inductible Propio. Ainsi, il sera possible d'induire I'expression
du virus au stade de croissance adéquat de la plante a l'aide de linducteur, le
dexaméthasone. A ce moment, le virus pourra effectuer son cycle de réplication naturel

tout en synthétisant la protéine d'intérét en quantité équimolaire aux protéines virales.

3.3 La complémentation

Il est a prévoir que le promoteur inductible Prqpy Ne soit pas complétement
silencieux en absence du dexaméthasone. Afin de s‘assurer que la réplication virale n‘ait
lieu seulement quen présence de linducteur, une mutation de la polymérase virale
abolira sa fonction. Cette mutation se situera dans le motif conservé GDD et consistera
en sa modification par les acides aminés VNN (Li et Carrington, 1995). La réplication
sera rétablie en temps voulu par I'expression de la polymérase fonctionnelle dont le géne
viral sera inséré sous le contrle du promoteur Prqp0. Selon Li et Carrington (1995),
cette polymérase fonctionnelle peut complémenter en frans la mutation « VNN » du
vecteur viral. Dans ce systéme d'expression, 'ADNc du TuMV pourra étre sous le

contrble du Peawy 355 puisque la mutation empéchera la réplication virale (Figure 7).
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Figure 7 : Hypothése de travail a long terme.

Chaque cellule d’'une plante transgénique de A. tabacum contiendra dans son génome une copie de I’ADNc
viral non réplicatif contenant un géne rapporteur telle la gfp (p35Tunos/GFP-VNN), le facteur de
transcription TGV ainsi que la polymérase fonctionnelle. Le vecteur viral et le facteur de transcription étant
sous le contrle du Pcmy 355, ils seront exprimés de fagon constitutive (1). Au temps voulu, le
dexaméthasone appliqué sur la plante se liera au facteur de transcription TGV (2). Cette liaison permettra le
transport de TGV au noyau (3) pour activer la transcription de la polymérase a partir du Prgp (4). La
polymérase nouvellement synthétisée pourra complémenter en #rans la réplication virale (5) en produisant
d'abord un brin négatif d’ARN (6) qui servira de matrice pour la production de brins positifs. Ces derniers
permettront la synthése massive de protéines virales ainsi que la protéine d'intérét, la GFP (7).



Chapitre 2

Matériel et Méthodes

1 Milieu de croissance des cellules

La croissance de Escherichia coli (E. coli) a été faite dans un milieu LB (Milieu
Luria-Bertani) solide ou liquide contenant 1% de tryptone, 0.5% d‘extrait de levure et
1% de NaCl. Le pH a été ajusté a 7.0 avec de NaOH 5N. Pour le milieu solide, 1.5% agar

a été ajouté.

Les antibiotiques utilisés pour sélectionner les clones positifs ont été I'ampicilline
ou la kanamycine selon le cas. L'ampicilline a été ajoutée dans les milieux de culture

avec une concentration de 100 ng/mL et la kanamycine, de 50ug/mL.
Les bactéries ont été incubées a 37°C ou 30°C selon le plasmide.

Les cellules BY-2 de tabac en suspension ont été incubées a la noirceur a 22°C
avec une agitation constante dans un milieu NT KC liquide (Sullivan et Green, 1996). Ce
milieu est composé de 4.3 g/l de milieu de culture MS salt (sels Murashige et Skoog), 30
g/l de sucrose, 2.55 mM de MES (acide 2(N-Morpholino) éthanesulfonique) pH 5.7 (ou
5% d'une solution 20X 0.44 mM), 3 uM thiamine et 0.555 mM myo-inositol (ou 1% de la
solution Bl-inositol contenant 0.3 mM thiamine et 55.5 mM myo-inositol), 1.32 mM
KH,PO4 (ou 0.3% de la solution Miller's I contenant 0.44 M de KH,PO,) et 1 UM acide
2,4-dichlorophénoxyacétique, le pH a été ajusté a 5.7 avec du NaOH 1N.
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2 Souches

E. coli DH5a. : supF4 Aladl169 (P80 /acZ AM15 ) hsdR17 recAl endAl gyrA96
thi-1l relAl

E. coli XL1-Blue: supF4 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl Jac~
F' [proAB* lacF lacZ AM15 Tn 1 tef)]

3 Vecteurs
3.1 p35Tunos

L’ADN complémentaire (ADNc) de I’ARN viral de l'isolat britannique (UK) du TuMV
a été obtenu de I'équipe du Dr Fernando Ponz en Espagne (Sanchez et a/., 1998). Cet
ADNCc est sous le controle du promoteur Pcawy 355 dans le vecteur pUC12. A la suite de
I'ADNc du TuMV, une queue de poly(A) a été ajoutée suivit du terminateur de la
nopaline synthase (tnos). Le vecteur résultant posséde le géne de résistance a

I'ampicilline pour sa sélection dans £. coli.

3.2  pBinHygTopFreemq et pBinTGV

pBinHygTopFreem.s est un plasmide de 14kb. Il contient le promoteur Prgpio qui
est constitué de sept opérateurs tet (tetOp) en tandem. Les tetOp sont fusionnés a une
version tronquée du promoteur constitutif 35S contenant la boite TATA (-48 a +1). Le
promoteur est suivi d'un site de multiclonage. pBinHygTopFreen,s est un vecteur
pouvant se répliquer dans £, coli et dans Agrobacterium tumefaciens. 1l contient le gene
de résistance a la kanamycine pour la sélection dans £. coli et le géne de résistance a
I'nygromycine pour la sélection dans la plante. Le facteur de transcription chimérique du
Propto, TGV, se trouve dans le plasmide pBinl9. La construction résultante, pBinTGV,
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peut aussi étre utilisé pour I'agroinfection puisqu’il contient le géne de résistance a la
kanamycine pour la sélection dans les plantes. Ces plasmides nous ont été fournis par la
Dr C. Gatz.

3.3 pBin m-g/p5ER

Le plasmide pBin m-gfp5ER est dérivé du vecteur pBI121 (Jefferson et al.,
1987). Pour obtenir pBin m-g/p5ER, le fragment codant pour le géne rapporteur GUS de
pBI121 a été remplacé par le gene m-gfp5-ER. Le vecteur réplicatif (pBIN19) posséde le
gene de résistance a la kanamycine. Le géne gfp original provient de la méduse
Aequarea victoria. Plusieurs modifications de cette grp ont été effectuées afin d’adapter
I'expression du gene chez la plante et pour améliorer les maxima d‘excitation de la GFP.
Par exemple, un intron cryptique d'Arabidopsis a été éliminé, quelques nucléotides ont
été substitués et un signal de compartimentalisation au réticulum endoplasmique, HDEL,
a été ajouté a I'extrémité carboxy-terminale de la protéine. En amont du géne m-gfp%
ER, se trouvent un site de liaison au ribosome procaryotique (RBS) et une séquence de
contexte d'initiation de traduction de plante (TICS). La GFP a deux maxima d’excitation,
soit @ 395nm et a 473nm. Ce plasmide a été obtenu du Dr Armand Séguin (Centre de

foresterie des Laurentides).

3.4 pBI221

pBI221 de Clontech est un dérivé de pBI121. La cassette contenant le géne widA
et son promoteur Pcawy 355 de pBI121 a été inséré dans le site de multiclonage de pUC19.
Cette cassette exprime I'enzyme B-glucuronidase (GUS). pBI221 posséde le géne de

résistance a I'ampicilline.
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4 Méthodes de clonage

4,1 Mutagénése dirigée par PCR

Les modifications dans 'ADNc du TuMV ont été réalisées par mutagénése de sites
spécifiques par extension de chevauchements (Sambrook et Russel, 2000). Les
amplifications ont eu lieu dans un volume total de 100 puL contenant 50 ng de la matrice,
100 pmol de chacune des amorces, 2.5 U de Pwo polymérase (Roche), 10 uL de tampon
Pwo 10X (100 mM Tris-HCI pH 8.85, 250 mM KCl, 50 mM (NH,4),SO, et 20 mM MgSO0,) et
0.2 mM de dNTP. Les conditions utilisées ont été les suivantes : les deux premiers
cycles a 94°C 1 minute, 37°C 30 secondes et 72°C 2 minutes; les 32 cycles suivants a
94°C 1 minutes, 50°C 30 secondes et 72°C 2 minutes par kb; un cycle final de 7 minutes

a 72°C. Les amorces utilisées sont décrites dans les tableaux VI et VII.

4.2 Ligation

Les ligations ont été basées sur le protocole de Sambrook et Russel (2000).
Environ 20U de Ligase, 0.75 a 1X de tampon de ligation (10X : 500 mM Tris-Cl, 100 mM
MgCl,, 100 mM DTT, 10 mM ATP, 25 pg/mL BSA, pH 7.5) et 1 mg/mL d’ARNt ont été
ajoutés & 200 ng d’ADN. La solution de ligation a été incubée 16 heures a 16°C ou
64 heures a 4°C.

4.3 Transformation

Pour transformer E. coli avec les produits de ligation, deux méthodes ont été
utilisées : la transformation par choc thermique ou I'électroporation.
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Tableau VI : Amorces utilisées pour ajouter un géne rapporteur entre P1 et HC-Pro

S . Nom de Séquence
Utilite Matrice I'amorce* 5 > 3
JFP1Hpal TAC TCG GGA AGA GAG CAC AGC
Ajout du site
de FTHCSadI GTT GGC TCC CC?SS; CCISIGC ACT AAA GTG
restriction pTopTunosANsA
Sadl entre CACTTT AGT GCC GCG GGA GCC AAC
P1 et HC-Pro JFHCSadl Sadl
FTHCXhdl GTT CTG TTC TTC AGG TAT CGT
. . TTA TCC TCC GCG GGA ATG AGT AAA G
Ajouter site JFGFPSadl Sadl, codon d'initiation de la
Sadl de ) traduction
part et pBin m-gfp5ER
d'autre de CCT CCGC GGC TGC CTG GTG ATA GAC
gfp FTGFPSadl ACA AGC TTTGTATAG TTC ATC CAT
Sadl et site de clivage VPg-Pro
TTA TCC TCC GCG GGA ATG TTA CGT
Ajouter site CCT GTA GA
Sadll de JFGUSSadl Sadl et Site d'initiation de la
part et pBI221 traduction
d a‘j{; de CCT CCGC GGC TGC CTG GTG ATA GAC
FTGUSSadl ACA AGC TTG TTT GCC TCC CTGC
Sadl et site de clivage de VPg-Pro
Vérifier la
pre;eg‘nc: du' ADNcduTuMV  JFHC2300 CC AGC GAC TCC TTG ACA TTT
rapporteur

* Les amorces « sens » commencent par JF et les amorces « antisens » commencent par FT.
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Tableau VII : Amorces utilisées pour changer le promoteur de p35Tunos et pour insérer
la mutation VNN dans la polymérase.

neq 2 . Nom de Séquence
Utilité Matrice Famorce* 5 3
P35Tunos « RV » de TCG CCT ATT GTT AAA GTG TGT CC’
puC18
AjouP du siFe FT35S.Stl ATGA AAT GAA AGG CCT TAT ATAG
Stud a la suite St
de la boite
TATA de P35S IF355Stl CTAT ATA —AGGSES{ TTCATT TCAT
« FW » de ’
pUC18 CCC AGT CACGAC GTT GTA AAACG
pSK/TuMV Clal JFVPg6900 TCC AAA CCA AGA GCA TAA CGA
Modifier le
’ TAG CAG TAA ATT GTT AAC GTT GAC GAA
motif GDP de FTPoIVNN HQaI, VNN
la polymérase
par les acides JFPOIVNN TTC GTC AAC GTT AAC AAT TTA CTG CTA
aminés VNN 0 Hpal, VNN
T3 ATT AAC CCT CAC TAA AG
p35TunosAStul « RV » de TCG CCT ATT GTT AAA GTG TGT CC
puC18
TAC CCA CCG ATT CTG CTG GGC CAT
Fusionner la FTNTRPol @G GIT TGC TGT TGG TGA
séquence Nedl
s ésulg}EeadI: la p35TunosAEcoRV JFNTRPol TCA CCA ACA GCA AAC CCC ATG GCC CAG
quence CAG AAT CGG TGG ATG
polymérase Neol

TGC ATC AAG CGC TGC AGC CTA CTG GTG
FTPolPs ATA
Psfl et codon stop

* | es amorces « sens » commencent par JF et les amorces « antisens » commencent par FT.
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4.3.1 Choc thermigue

La transformation de cellules XL1-Blue ou DH5a chimiquement compétentes a
été effectuée selon le protocole de transformation de cellules de £. coli utilisant le

chlorure de calcium défini dans Sambrook et Russell, 2000.

4.3.2 Electroporation

La solution de ligation a été précipitée a I'éthanol 95%, rincée avec I'éthanol 70%
et resuspendue dans 10 pL d'eau. La moitié de la solution de ligation a servi pour la
transformation. Les conditions de I'électroporation ont été les suivantes : 200 Q de
résistance, 1.6 kV, 25 uFD d'impédance et le temps de choc doit se situer autour de
4.5 msec. L'appareil utilisé a été le Pulse Controller de BioRad.

4.4 Hybridation /in situ

Les colonies ont été repiquées sur un milieu LB-Amp 100 pg/mL et incubées
pendant 20 heures a 30°C. Chaque gélose contenait 100 colonies dont un contréle
négatif et un contrdle positif de l'insert. Le transfert des colonies sur une membrane de
nitrocellulose, I'hybridation et la détection immunologique de la sonde marquée ont été
réalisés selon le protocole défini par Boehringer Mannheim. La sonde marquée a la
digoxigénine (DIG) qui correspondait au fragment inséré dans la construction
plasmidique a été synthétisée selon les spécifications du fabricant (Boehringer
Mannheim/Roche). La sonde fixée aux plasmides sur la membrane de nitrocellulose
contenant ce fragment d’ADN a été détectée grace aux anticorps anti-DIG conjugués a la
phosphatase alcaline (Anti-DIG-AP). L'activité enzymatique a été révélée avec une
solution contenant 0.34 mg/mL de sel nitroblue tétrazolium (NBT) et de 0.175 mg/mL de
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (X-phosphate ou BCIP).
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4.5  Extraction d’ADN

Les colonies obtenues suite a la transformation ont été repiquées dans 3 mL de
milieu LB ainsi que sur un milieu LB-Agar. La suspension bactérienne a été utilisée pour
effectuer un isolement de plasmide traditionnel par lyse alkaline avec SDS (Sambrook et
Russel, 2000) afin d'identifier les colonies contenant le bon produit de ligation. 100 uL de
TEG (50 mM glucose, 25 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0) a été ajouté au culot
obtenu suite a la centrifugation de 1.5 mL de la suspension bactérienne incubées
préalablement 16 a 20 heures a 37°C ou 30°C respectivement. Aprés une incubation de 5
minutes sur glace, 200 uL de la solution de lyse fraiche (0.2 N NaOH, 1% SDS) ont été
ajoutés. 150 uL de la solution d'arrét (3 M K, 5 M acétate) sont ensuite ajoutées 5
minutes plus tard suivi d'une incubation de 5 minutes sur la glace. La solution a été
centrifugée pendant 5 minutes Le surnageant a été transféré dans un nouveau tube et 2
volumes d'éthanol 95% ont été ajouté. Une centrifugation de 5 minutes a été suivie du
lavage du culot d’ADN avec 1 mL d'éthanol 70%. Finalement, le culot a été resuspendu
dans 30 pL ou 50 pL de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0) contenant 20 pg/mL de
RNase A pancréatique exempte de DNase (DNase-free RNase A).

Le plasmide des clones positifs a été extrait a I'aide de la trousse « Plasmid
Midi » de la compagnie QIAGEN selon les spécifications du fabricant.
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5 Transfection de cellules végétales

La nature infectieuse des différentes constructions a été vérifiée par infection
mécanique a l'aide de la méthode du bombardement particulaire sur des plantes de
Brassica perviridis ainsi sur que des feuilles ou des cellules de Nicotiana tabacum. La
transfection chimique de protoplastes a aussi été une méthode utilisée pour vérifier

I'efficacité de la complémentation.

5.1 Bombardement particulaire

5.1.1 Préparation des billes d'or

Les billes ont été préparées de la fagon suivante : 30 mg de billes d’'or de 0,6 um
de diamétre ont d'abord été suspendues dans 500 pL d'éthanol 100%. Les billes ont été
mélangées pendant 1 minute et incubées a la température de la piéce pendant
30 minutes. Elles ont ensuite été centrifugées pendant 15 secondes et lavées deux fois
avec 250 pL d'éthanol 100%, avec une centrifugation de 15 secondes entre chaque
lavage. Les billes ont été resuspendues dans 250 L d’eau stérile. Par la suite, les billes
ont été mélangées et « soniquées » durant 5 minutes et 12.5 pL ont été ajoutés a 2.5
pg d’ADN. 25 pL de CaCl, 0.25 M et 10 pL de spermidine 0.1 M ont par la suite été
ajoutés en « vortexant ». Aprés une centrifugation rapide, le surnageant a été enlevé et
les billes ont été nettoyées avec 100 uL d'éthanol 100%. Les billes ont ensuite été
resuspendues dans 25 pL d'éthanol 100% aprés une centrifugation rapide. 5 pL d’une

dilution 1 : 5 de billes enrobées d’ADN ont été utilisés par bombardement.

Le bombardement particulaire a été fait avec I'appareil PSD-9000 de BIORAD
(Figure 7B). Une pression d’hélium de 900 psi et un vide de 26.5 pouces de mercure
(Hg) ont été utilisés pour ce qui est des feuilles de B. perviridis ou de N. tabacum. Dans
le cas des cellules BY-2, les billes d’or utilisées avaient 1 um de diamétre. Différentes

conditions ont été étudiées pour bombarder ces cellules : 2.5 pg d’ADN préparé et un
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vide de 10 pouces de Hg ou 15 pouces de Hg; 5 pug d’ADN préparé et un vide de 10
pouces de Hg.

Les différentes constructions ont été bombardées soit sur des plantes de B.
perviridis, sur des feuilles de N. tabacum transgéniques pour l'activateur de transcription
TGV (N. tabacum/TGV) ou sur des cellules BY-2 de tabac.

5.1.2 Bombardement de plantes de Brassica perviridis

Les plantes de B. perviridis utilisées pour le bombardement particulaire avaient
environ trois semaines. Elles ont été mises a la noirceur pendant 24 heures avant le
bombardement. Lors du bombardement particulaire, la plante a été introduite
entierement a l'intérieur de I'appareil (Figure 7A). La feuille 3 bombarder a été déposée
sur un morceau de plastique recouvert d'un papier filtre humide, le tout étant soutenu
par un tube collé au fond de I'appareil. Le tube et la feuille doivent se trouver environ au

centre de I'appareil.

5.1.3 Bombardement de feuilles de Nicotiana tabacum

Les graines récoltées de plantes de N. tabacurn transformées avec |'activateur de
transcription TGV (N. tabacum/TGV) ont été stérilisées avec de I'éthanol 95% pendant
30 minutes avec agitation. Une fois séchées, ces graines ont été semées dans des pots
Magenta contenant le milieu de culture MS-agar. Les plantes ont été incubées dans un
incubateur a 23°C avec 8 heures de luminosité. La veille du bombardement, les feuilles
ont été coupées et déposées sur un milieu MS-agar afin de les acclimatées. Lors du
bombardement, les feuilles ont été déposées sur un nouveau Pétri contenant du milieu
MS-agar. Ce Pétri a été déposé sur la plaque cible a lintérieur de I'appareil a
bombardement de BioRad. Les feuilles ont ensuite été incubées dans un incubateur a
23°C avec 8 heures de luminosité par jour.
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Figure 8 : Bombardement particulaire.

A) Exemple de bombardement particulaire avec Brassica perviridis.
B) L'appareil de BioRad PSD-9000.
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5.1.4 Cellules de Nicotiana tabacum

Les cellules BY-2 de N. tabacum ont été fournies par le laboratoire du Dr Armand
Mourras de I'Institut National de Recherche en Agronomie (INRA; Equipe de recherche
en biologie cellulaire et biotechnologie végétales, Bordeaux, France). Ces cellules en
suspension ont été incubées a la noirceur a 22°C avec agitation constante dans un milieu
NT KC liquide (voir section 1 de ce chapitre) contenant 100 pg/mL de kanamycine. A
chaque semaine, 5% de la suspension a été transférée dans un nouveau milieu NT KC
liquide. Deux jours plus tard, 50 mL de la suspension a été centrifugée pendant 10
minutes a 600 xg et le culot a été resuspendu dans 5 mL du milieu de culture NT KC
liquide. 750 L de cette suspension ont été étalés sur un milieu NT KC-Agar et les Pétri
ont été incubés a 22°C a la noirceur. Les cellules étalées ont été acclimatées deux jours

avant le bombardement.

5.2 Transfection chimigue de protoplastes

Les protoplastes ont été obtenus selon le protocole de Roland Bilang et Martin
Schrott adapté pour les cellules en suspension par le Dr Michel Hernould de I'INRA
(Equipe de recherche en biologie cellulaire et biotechnologie végétales, Bordeaux,
France). 25 mL d’une sous-culture de 3 jours de cellules en suspension de BY-2 de tabac
ont été divisés en deux tubes. A chaque tube a été ajouté la solution W5 (154 mM NaCl,
125 mM CaCl,, 5 mM KCl et 5 mM glucose; pH ajusté a 5.8-6.0 avec du KOH) jusqu‘a
I'obtention d'un volume de 50 mL environ (~37.5 mL) afin de diminuer la densité de la
solution. La suspension a été centrifugée 20 minutes a 415xg. Le surnageant a été
enlevé et 10 mL d'une solution K3 (Macro-éléments : 2500 mg/l KNOs;, 250 mg/ |
NH4NOs3;, 900 mg/l CaCl;x2H,0, 250 mg/l MgSO.x7H;0, 250 mg/l (NH4),;SO4, 150 mg/!
NaH,PO,xH,0; Micro-éléments : 74.6 mg/l Na,EDTA, 27.0 mg/l FeCl;x6H,0, 3.0 mg/l
H3BOs;, 0.75 mg/l Kl, 10.0 mg/l MnSO4xH,0, 2.0 mg/l ZnSO4x7H,0, 0.025 mg/l
CuSO4x5H;0, 0.25 mg/l NaMoO.x2H,0, 0.025 mg/l CoCl,x6H;0; Carbohydrates :
102.69 g/l sucrose, 0.25 g/l xylose et 0.1 g/I m-inositol; hormones : 0.1 mg/I acide 2,4-
Dichlorophenoxyacetique, 1.0 mg/l acide 1-naphthylacetique, 0.2 mg/l 6-
benzylaminopurine; vitamines et autres organiques: 1.0 mg/l biotine, 10.0 mg/l
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pyridoxine HCI, 1.0 mg/l nicotinamide, 2.0 mg/l vitamine B12) (Nagy et Maliga, 1976)
contenant 1% de cellulase Onozuka R-10 et 0,1% de pectolyase Y-23 (Kato et Esaka,
2000) a été ajoutée au culot. La paroi des cellules a ainsi été digérée pendant environ
16 heures a 27°C a la noirceur dans un Pétri scellé avec du Parafilm.

Les cellules ont ensuite été filtrées avec un filtre métallique de 140 pm et 5 mL
de la solution K4 (solution K3 avec 0.4 au lieu de 0.3 M de sucrose) ont été ajoutés au
filtrat. 1 mL de la solution W5 a ensuite été ajoutée délicatement et les cellules ont été
centrifugées a 80xg pour 10 minutes. Les protoplastes qui se trouvaient dans
I'interphase entre les solutions K4 et W5 ont été transférés dans un tube contenant 5 mL
de W5. Les cellules ont été incubées a 8°C pendant 30 minutes. 100 UL de cette
suspension de protoplastes ont été utilisés pour compter les cellules avec un
hématocytomeétre. Le reste des protoplastes a par la suite été centrifugé a 70xg pendant
5 minutes. Le culot a finalement été resuspendu dans un volume suffisant de la solution
MMM (15 mM MgCl,, 0.1% w/v MES et 0.5 M mannitol) afin d‘obtenir 600 000 cellules
par échantillon de 250 L a transfecter.

A 6 ug d’ADN (plasmides infectieux du TuMV contenant le géne codant pour la
GFP par exemple) dissout dans 20 pL d'eau stérile, 250 pL de protoplastes en
suspension dans la solution MMM ont délicatement été ajouté, suivi par 250 pL de la
solution PEG (40% w/v PEG 4000 (polyéthylene glycol), 0.4 M mannitol, 0.1 M Ca(NO3),,
pH ajusté a 8-9 avec KOH). Les cellules ont été incubées durant 5 minutes a la
température de la piéce avant d'ajouter 2 fois 250 pL et neuf fois 1 mL de la solution
WS5. Les cellules ont délicatement été mélangées entre chaque ajout. Les cellules ont été
centrifugées 5 minutes a 70xg et le culot a été resuspendu dans 3 mL de la solution
riche 3H (mélange 1 :1 des solutions K3 et H; pH 5.8 a 6; filtrer pour stériliser) (milieu H
tiré de Potrykus et Shillito, 1986) afin de régénérer la paroi cellulaire. Les cellules ont
finalement été déposées dans un Pétri et incubées a 27°C a la noirceur jusqu'a
I'observation au microscope a fluorescence (deux jours) pour vérifier I'état des cellules et

la fluorescence due a la GFP.
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5.3 Induction de 'expression virale

Les feuilles de B. perviridis qui ont été bombardées avec des vecteurs inductibles
ont été badigeonnées avec du dexaméthasone 30 pM. Une solution concentrée de
30 mM a d‘abord été obtenue par la dissolution du dexaméthasone dans I'éthanol 95%.
Ensuite, une solution 30 UM a été effectuée en diluant la solution concentrée dans une
solution Tween-20 0,01% (Aoyama et Chua, 1997). Une autre méthode utilisée pour
dissoudre le dexaméthasone a été de préparer une solution concentrée de 360 uM dans
le DMSO. Une solution 30 uM a été effectuée en diluant le dexaméthasone dans une
solution Tween-20 0,05% (Bohner et Gatz, 2001).

Les feuilles de N. tabacum/TGV bombardées avec des vecteurs inductibles ont
été déposées sur un milieu MS-agar contenant 30 M de dexaméthasone. Ces feuilles
ont été incubées sur ce milieu de culture jusqu'a leur observation, soit 48 heures,

72 heures, 4 jours ou 10 jours.

Le lendemain du bombardement des cellules BY-2 étalées sur un milieu NT KC
solide, le dexaméthasone a une concentration finale de 10 uM a été ajouté au milieu de

culture. L'observation des cellules a été faite un ou deux jours apres l'induction.
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6 Observation de I'expression des génes rapporteurs

6.1 Protéine de fluorescence verte

Les plantes de B. perviridis bombardées avec les vecteurs exprimant la GFP ont
été observées sous une lampe UV portative, sous un binoculaire ou un microscope a
fluorescence. Le binoculaire a fluorescence Nikon SNZ-1500 du laboratoire du Dr Armand
Séguin au Service Canadien des Foréts (Québec) a été utilisé avec le mode d’excitation
vert H 546, le filtre d'excitation de 546/12, le filtre d'arrét (barrier filters, BA) de 590 et
le miroir dichroique (dichroic mirror, DM) de 580. Le microscope a fluorescence Nikon
SMZ1500 a aussi été utilisé avec les filtres d'excitation de 480/40 nm, deux BA de
535/50 et un DM de 505. Les feuilles de N. tabacum, cellules BY-2 et les protoplastes

ont été observés avec ce dernier appareil.

6.2 pB-Glucuronidase

Une feuille des plantes de B. perviridis et les feuilles de N. tabacum/TGV
bombardées avec les vecteurs exprimant GUS ont été observées au binoculaire Wild
photomakroskop M400 Heerbrugg aprés une incubation de 16 heures a 37°C dans une
solution contenant du X-Gluc (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronique). 0.1256 g
de X-Gluc ont d’abord été dissouts dans 8 mL de DMSO. 24 mL de tampon d'incubation
(10 mM Na,EDTA, 0.1% Triton X-100 et 100 mM NaPO.) ont été ajoutés a la solution de
X-Gluc pour obtenir une solution 5X. Pour obtenir une solution de X-Gluc 1X, la solution
5X a été diluée avec le tampon d'incubation. Aprés la réaction enzymatique, les feuilles

ont été décolorées dans de I'éthanol 70% afin de mieux visualiser les précipités bleus.
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6.3 Immunobuvardage

Les feuilles ont été broyées dans I'azote liquide et ont été homogénéisées dans
100 pL de tampon de Laemmli 1X (tampon 2X : 100 mM Tris-Cl pH 6.8, 4% w/v SDS,
0.2% w/v bleu de bromophenol, 20% v/v glycérol) contenant 100 mM de B-
mercaptoéthanol. Les homogénats ont été bouillis 3 minutes avant d'étre centrifugés
pendant 3 minutes a la température de la piece a la vitesse maximale. 10 pL des
surnageants ont été déposés dans les puits d'un gel de polyacrylamide 12% contenant
0.1% de SDS (SDS-PAGE). Les échantillons ont migré dans un courant de 200 V dans un
tampon de course (running buffer : 3 g/l Tris-base, 14.4 g/l glycine et 8.64 g/l SDS)
avant d'étre transférés sur une membrane de nitrocellulose pendant une heure a 100 V
(tampon de transfert : 25 mM Tris-base, 193 mM glycine et 20% méthanol) selon la
méthode proposée par Sambrook et Russel, 2000.

La détection des protéines a été réalisée selon deux méthodes : soit avec le
substrat chromogénique DAB (3,3-diaminobenzidine tétrahydrochloride) ou avec le
substrat chemiluminescent. Pour ce qui est du substrat chromogénique DAB, la
membrane a été bloquée pendant une heure avec une solution PBS-lait 5%. Ensuite,
0.02% de NaN; (azoture de sodium) ainsi que le premier anticorps dirigé contre la
capside virale a la dilution appropriée ont été ajoutés a ce mélange. La membrane a été
ainsi incubée pendant 16 heures a température de la piéce. Ensuite, la membrane a été
lavée trois fois avec une solution PBS-Triton 0.5% puis une fois avec une solution
contenant 50 mM de Tris-HCl pH 7.5 et 150 mM NaCl. Le deuxiéme anticorps de chévre
anti-immunoglobuline de lapin conjugué a la peroxydase a été incubé durant une heure
a la température de la piéce dans une solution 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl et
lait 5%. La membrane a été par la suite lavée quatre fois avec la solution Tris-NaCl
avant d'‘étre mise en contact avec le substrat chromogénique. Le contact de la
membrane avec le substrat chromogénique a été faite dans une solution contenant
9 mM de Tris-HCl pH 7.5, 0.03% de CoCl,, 0.03% H,0, et 1.6 mM de DAB.
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Afin d’obtenir une détection plus sensible, le substrat chemiluminescent luminol
provenant de la trousse ECL (Amersham Pharmacia) a aussi été utilisé. Pour révéler la
protéine voulue, le protocole de la trousse a été suivi. Les anticorps primaires ont été
dirigés soit contre la protéine de la capside ou contre les protéines d'intérét GFP
(Clontech) et GUS (Sigma).

6.4  Stabilité des génes rapporteurs

Trois échantillons de feuilles (prélevés avec un poingon) de trois plantes infectées
ont été congelés dans le méme tube et broyés a froid. Environ 400 mg de broyat a été
utilisé pour extraire I’ARN total avec la trousse RNeasy® Plant Mini Kit de QIAGEN et
selon les spécifications du fabricant. L'état de I'ARN extrait a été rapidement vérifié en
déposant 1.5 ug d’ARN, contenant le tampon de chargement de gel d’ARN (6X : 95%
(v/v) formamide déionisé, 0.025% (w/v) bleu de bromophénol, 0.025% (w/v) xyléne
cyanol FF, 5 mM EDTA pH 8.0, 0.025% (w/v) SDS), dans un puits d'un gel d‘agarose 1%
préparé avec le tampon TAE (40 mM Tris-acétate, 1mM EDTA). Les cuvettes et les
peignes ont été préalablement nettoyés avec une solution contenant 0.1 M de NaOH et
1 mM EDTA.

La réaction de transcriptase inverse a été réalisée avec 1 pug d’ARN. Le protocole
utilisé a été celui recommandé par le manufacturier de la trousse ProStar Ultra HF
(Stratagene). Briévement, dans un premier temps, 1 pg d’ARN est incubé avec 6 ng
d’une amorce aléatoire (10 ng/pL) pendant 5 minutes a 65°C suivi de 10 minutes a la
température de la piéce. Ensuite, 25 U de Stratascript RT Polymérase, 1 uL tampon
Stratascript RT 10X (0.5 M Tris-HCl pH 8.3, 0.75 M KCl et 0.03 M MgCl,), 8 U de RNase
Block Ribonuclease Inhibitor, 0.1 mM de chaque dNTP ont été ajoutés pour obtenir un
volume final de 10 pL. La réaction de transcriptase inverse a été faite a 42°C durant

1 heure, suivie d’une incubation de 5 minutes a 95°C pour inactiver l'enzyme.

La réaction d'amplification suivant celle de la transcriptase inverse a été réalisée
avec la Taqg DNA polymérase Gold (2.5 U) (GeneSys Ltd) et le tampon 1X associé
(10X : 750 mM Tris-HCl pH 8.8, 200 mM (NH,),SO,, et 0.1% v/v Tween 20) selon le
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protocole décrit a la section 4.1 mais 25 mM de MgCl, a été ajouté a la solution
d’amplification ainsi qu’un pL de DMSO. 1 pL de la solution d’ADNc a été utilisé pour
I'amplification. Les amorces utilisées ont été JFP1AHpal et FTHC2300 (tableau VI) qui se
fixent respectivement dans les séquences codant pour P1 et HC-Pro. Le volume total de
la solution d’amplification a été de 50 pL. Les conditions d’amplification ont été les
mémes qu‘a la section 4.1. mais I'étape d'élongation a 55°C a été de 6 minutes.



Chapitre 3

Résultats

1 Insertion d’'un gene rapporteur dans le plasmide infectieux p35Tunos

1.1  Construction de p35Tunos/GFP et de p35Tunos/GUS

Les génes rapporteurs gfp et widA ont été insérés entre les genes codant pour P1
et HC-Pro du TuMV. IIs contenaient les séquences codantes pour le clivage par P1 et
VPgPro (Figure 9A et B). Le plasmide p35Tunos a été employé pour ce travail (Sanchez
et al,, 1998) (Figure 10A). Pour ce faire, le site de restriction Sadl a d’abord été ajouté
par mutagénése dirigée a la jonction des deux génes viraux, et plus précisément aprés la
séquence codant pour le site de clivage reconnu par P1 (Figure 10B). Ce méme site de
restriction a aussi été ajouté par PCR en amont et en aval des génes gfp et uidA
provenant des plasmides pBin m-gfp5ER et pBI221 respectivement (Figure 9B). De plus,
la séquence codant pour un site de clivage en trans reconnu par la VPg-Pro a été
ajoutée a la suite du géne rapporteur en méme temps que les sites de restriction (Figure
9B). Cette séquence code pour le site de protéolyse efficace qui se trouve entre la
polymérase et la capside du TuMV (Nicolas et Laliberté, 1992). Les génes gfp et widA ont
finalement été insérés dans le site de restriction Sacll de p35Tunos/Sacll (Figure 11A et
B). Les clones contenant les génes dintérét ont été détectés par la méthode
d'hybridation /n situ. Les étapes critiques de I|'assemblage des constructions
p35Tunos/Sacll, p35Tunos/GFP et p35Tunos/GUS ont été vérifiées par séquengage.
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A
P1|°"IHC-Pro] |l |lvPg-Pro] | |
N-term C-term

- -
Site de clivage de VPg-Pro

B

gfp :

AAG ATT GTG CAC TI'I?GT GCC GCG GGA ATG AGT AAA ... CTA TAC AAA|GCT TGT GTC TAT CAC CAGTGCA GCC GCG GGA

K _1 Vv H Fl1S A A G| M § K L Y K| A € VY H QlA A A G

uidA :

AAG ATT GTG CAC ﬂ'l?\GT GCC GCG GGA ATG TTA CGT ... GGC AAA CAA|GCT TGT GTC TAT CAC CAGIGCA GCC GCG GGA

K _t VvV H F|S A A G| M L R G K Q]J]A €C V Y H Q|A A A G

Figure 9 : Position des génes rapporteurs dans TuMV/GFP et TuMV/GUS.
A) Position de la protéine d'intérét (GFP ou GUS) dans la polyprotéine du TuMV. La protéine dintérét est

bordée par les sites de clivage de P1 et de VPg-Pro.

B) Séquence nucléotidique en 5’ et en 3’ de gfp et widA (encadrés) marquant les emplacements des
séquences des sites de restriction Sadl (souligné), des sites de reconnaissance de P1 (double souligné) et
de VPg-Pro (gras) ajoutés par mutagénése dirigée. Les liens peptidiques clivés par les protéases sont
indiquées par des fléches verticales. Les génes dintéréts sont bordés par les génes codant pour P1 et HC-

Pro.
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Figure 10 : Cartes de restriction de p35Tunos et de p35Tunos/Sacll
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Figure 11 : Cartes de restriction de p35Tunos/GFP et de p35Tunos/GUS.



53

1.2  Infection systémique de B. perviridis avec p35Tunos/GFP et
p35Tunos/GUS

Cing plantes de B. perviridis ont été infectées par bombardement particulaire
avec les constructions p35Tunos (témoin positif d‘infection), p35Tunos/SacIl (témoin
positif de modification de nucléotides), p35Tunos/GFP et p35Tunos/GUS afin d'obtenir
une infection systémique par le virus. De plus, un témoin sans ADN a été fait.

Trois essais indépendants ont été effectués avec p35Tunos et les constructions
contenant les génes rapporteurs, un seul avec p35Tunos/Sacll. Les résultats obtenus
sont résumés dans le tableau VIII. L'infection de B. perviridis par TuMV, TuMV/Sacl],
TuMV/GFP et TuMV/GUS a mené a l'apparition de symptomes caractéristiques d'une
infection au TuMV. Les premiers symptomes visibles étaient la déformation des feuilles,
les retards de croissance ainsi que les mosaiques. Ces mosaiques étaient caractérisées
par des plages vertes pales sur fond de vert plus foncé (Figure 12).

Un léger retard a été remarqué dans |'apparition des symptomes pour les plantes
infectées avec TuMV/GFP tandis qu’une infection avec TuMV/GUS a été marqué d’un
retard plus considérable (Tableau VIII). La présence de virus a été confirmée par
immunobuvardage avec un sérum de lapin dirigé contre la protéine de la capside (CP).

(Figure 13A et 16A). Le signal n'était pas observé pour les plantes non-infectées.
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Tableau VIII : Résultats obtenus suite a la transfection par bombardement particulaire
de plantes de B. perviridis par p35Tunos, p35Tunos/Sacll, p35Tunos/GFP et
p35Tunos/GUS.

Nombre de jours nécessaires

% de plantes pour I'apparition des

Constructions

infectées symptomes

Non-infectée 0% s/o
p35Tunos 50 a 100% 8 a 16 jours
p35Tunos/Sacll 80% 12 a 19 jours
p35Tunos/GFP 20 a 100% 12 a 20 jours
p35Tunos/GUS 40 a 70% 14 a 26 jours

s/o, sans objet
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Figure 12 : Plantes de Brassica perviridis saine et infectée au TuMV
A) Non-infectée et B) infectée par bombardement particulaire avec le plasmide infectieux p35Tunos.
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1.3  Observation de I'expression des genes rapporteurs

1.3.1 La Protéine de fluorescence verte

La production de GFP fonctionnelle a été vérifiée en soumettant les plantes aux
rayons UV. Une fluorescence caractéristique de I'expression de la GFP a été observée
dans les feuilles infectées avec TuMV/GFP de 20 jusqu'a au moins 35 jours post-infection
(Figure 14). Cette fluorescence était absente dans les feuilles et les zones non-infectées

ou infectées avec TuMV sauvage.

La synthése et le processus de maturation de la GFP dans les feuilles infectées
depuis 8, 15 et 30 jours par le TUMV/GFP a été vérifiée par immunobuvardage avec un
sérum de lapin dirigé contre GFP. La protéine détectée avait un poids moléculaire
d’environ 30 kDa (Figure 13B), comme attendu, et indiquait que la protéolyse par P1 et

VPg-Pro avait effectivement eu lieu.

1.3.2 La B-Glucuronidase

L'activité de la B-glucuronidase a été dosée en incubant une feuille dans une
solution contenant du X-Gluc (acide 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronique)
pendant 16 heures. Un précipité bleu a révélé la présence dans les feuilles infectées de
I'activité de I'enzyme sur son substrat (Figure 15). Cette activité était absente dans les

feuilles saines.

La synthése et le processus de maturation de GUS dans les feduilles infectées
par le TUMV/GUS 8, 15 et 30 jours post-infection a été vérifiée par immunobuvardage
avec un sérum de lapin dirigé contre GUS. La protéine détectée avait un poids
moléculaire d’environ 68k Da (Figure 16B), comme attendu, et indiquait que la
protéolyse par P1 et VPg-Pro avait effectivement eu lieue. Cependant, une bande de plus
haut poids moléculaire était également observée, suggérant que la maturation n‘était

pas toujours compléte.
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Figure 13 : Détection de la protéine de la capside et de la protéine de fluorescence verte.

Immunobuvardage sur des feuilles de B. perviridis non-infectées (H,0), bombardées avec p35Tunos ou
p35Tunos/GFP récoltées a 8, 15 et 30 jours post-infection avec des anticorps dirigés contre A) la capside
(CP) et B) la protéine de fluorescence verte (GFP). std : standard de poids moléculaire

Figure 14 : Fluorescence de la GFP sur des feuilles de 8. perviridis non-infectée et infectée avec TuMV/GFP

Observation au microscope a fluorescence de feuilles de B. perviridis récoltées 35 jours aprés le
bombardement avec des billes recouvertes A) d'eau (non-infectée) ou de B) p35Tunos/GFP.
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»
N

) 4
Figure 15 : Feuilles de 8. perviridis non-infectées et infectées avec TuMV/GUS

Les feuilles ont été prélevées a 20 jours post-infection de plantes bombardées avec des billes enrobées
A) d'eau (non-infectées) et B) de p35Tunos/GUS. Les feuilles ont été incubées 16 heures dans le substrat X-
Gluc de la B-glucuronidase avant d'étre décolorées dans de I'éthanol 70%.

GUS WT H,0 Std kD

8 15 30 8 15 30 8 15 __ 36.2

A 32 kDa — - - — 299

B — — 81
GUS

68kDa : _— 49

Figure 16 : Détection des protéines de [a capside et de la B-glucuronidase.

Les feuilles bombardées avec p35Tunos, p35Tunos/GUS ou de I'eau ont été récoltées & 8, 15 et 30 jours
post-infection pour effectuer un immunobuvardage avec des anticorps dirigés contre A) la protéine de la
capside et B) de la B-glucuronidase. Std : standard de poids moléculaire
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1.3.3 Analyse de la stabilité de |'insert

La stabilité de linsert dans le TuMV a été étudiée par RT-PCR. L'amorce utilisée
pour [a synthése de I'ADNc a partir de I'ARN total a été une amorce aléatoire. Ensuite, la
région ol se trouve le géne d'intérét a été amplifiée par PCR avec des amorces se
trouvant de part et d'autre du géne d'intérét, soit dans les génes P1 et HC-Pro. La
réaction de RT-PCR a été réalisée sur des poingons de jeunes feuilles de B. pervidiris
infectées par bombardement avec p35Tunos, p35Tunos/GFP ou p35Tunos/GUS, et ce,
15 et 30 jours post-infection (Figure 17).

La région amplifiée de p35Tunos/GFP a montré une bande de 2.1 kb qui
correspondait a la taille prévue pour un insert contenant g/p. La présence d'une bande
unique jusqu’a 30 jours indiquait que le géne était inséré de fagon stable. Dans le cas de
p35Tunos/GUS, une trés faible bande de 3.2 kb correspondant a la taille prévue pour un
insert contenant widA a été observée aprés 15 jours. Afin de bien voir cette bande, six
volumes de la solution d’amplification par rapport aux autres échantillons ont été
déposés dans le puits du gel d’'agarose. L’ARN viral était bien présent dans les feuilles
infectées puisque I'amplification au niveau de la région de la polymérase et de la capside
a mené a une bande forte de la taille attendue (donnée non montrée). Par contre, cette
bande disparaissait progressivement aprés 15 jours, pour étre remplacée par d'autres
bandes de plus petite taille, se rapprochant de celle obtenue avec le TuUMV sauvage. Au
moins quatre bandes distinctes étaient visibles, se situant entre 2,1 kb et 1,6 kb. Ceci
dénotait Iinstabilité du géne widA dans le génome du TuMV, qui pouvait conduire jusqu’a

son élimination presque compléte aprés 30 jours post-infection.

Malgré la possibilité d'instabilité de I'insert, il est possible du moins a court terme
d'exprimer un géne étranger dans le TUMV. Ce géne semble étre synthétisé en grande

quantité et étre actif dans les plantes infectées.
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Figure 17 : Analyse par RT-PCR de la stablilité des inserts dans le TuMV

1 3 6 ) RT-PCR sur I'ARN total de plantes de B. perviridis bombardées avec 1) de I'eau, 2) p35Tunos, 3)
p35Tunos/GFP 15 jours post-infection, 4) p35Tunos/GFP 30 jours post-infection, 5) p35Tunos/GUS 15 jours
post-infection et 6) p35Tunos/GUS 30 jours post infection. 7 @ 8) PCR contrbles avec les plasmides 7)
p35Tunos, 8) p35Tunos/GFP et 9) p35Tunos/GUS. 10) Standard de poids moléculaire 1Kb de Gibco.
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2 Elaboration d’un systéme d‘induction

2.1  Construction de pTopTunos et ses dérivés

Le promoteur inductible Pryy @ été inséré en amont de I’ADNc de TuMV a la
place de Pc.wy 355 Le changement de promoteur a été effectué sur une version tronquée
du plasmide original, soit p35TunosA. Cette construction a été délétée de 8,9 kb entre
les sites de restrictions Hpal et BamHI situés aux positions 970 et 9894 respectivement.
Ensuite, le site de restriction Stul a été ajouté en aval de la boite TATA du Pcamysss par
mutagéneése dirigée (Figure 18A). Ce site de restriction a permis par la suite d’enlever le
Pcamv 355 par les enzymes de restriction £coRl et Stul et d'y insérer le Prqpio provenant de
pBinHygTopFreen.s (Figure 18B). Finalement, la construction pTopTunosA a été
assemblée par l'insertion d'un fragment de 9,3 kb provenant de p35Tunos entre les sites
de restriction BssHII (positions 604, 9936 et 9960). Cet assemblage final a entrainé la
perte d'un fragment de 24 pb dans le terminateur de la nopaline synthase (tnos).
L'insertion des génes rapporteurs gfp et widA dans pTopTunos a été réalisée comme
pour la construction de p35Tunos/GFP et p35Tunos/GUS a la section 1.1. Les portions
modifiées des constructions pTopTunos, pTopTunos/GFP et pTopTunos/GUS ont été

vérifiées par séquengage.

2.2 Infection de Brassica perviridis avec pTopTunos et ses dérivés

Comme la transcription du TuMV dans la construction pTopTunos nécessite un
facteur de transcription exogeéne, les plasmides pTopTunos et pBinTGV ont été fixés sur
les mémes billes pour effectuer un co-bombardement. L'infectivité des constructions
contenant les genes rapporteurs gfb et widA a aussi été vérifiée par la méme méthode.
De plus, nous avons étudié la possibilité de transcription a partir du Prepie Sans
I'induction au dexaméthasone ou en I'absence du facteur de transcription TGV. Cinq a
quinze plantes de B. perviridis ont été bombardées avec chacune de ces constructions.
Plusieurs expériences ont été réalisées et le tableau IX donne les résultats d‘une

expérience représentative.
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Figure 18 : Cartes de restriction de A) p35Tunos/Stul et de B) pBinHygTopFreemeg
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Le bombardement de plantes de B. perviridis avec les constructions pTopTunos,
pTopTunos/GFP et pTopTunos/GUS a mené a l'apparition de symptomes caractéristiques
a l'infection au TuMV. Ces résultats ont été obtenus en présence ou non du facteur de
transcription et de [linducteur. Mais la présence de l'inducteur et du facteur de
transcription semble avoir un effet positif sur I'expression virale puisqu'en général une
plus grande quantité de ces plantes présentaient des symptémes. Nous avons remarqué
que les symptomes des plantes bombardées avec ces constructions avaient tendance a
apparaitre un peu plus tard que les plantes bombardées avec p35Tunos et ses dérivés.
La présence du TuMV dans les plantes infectées par le vecteur inductible a été vérifiée
par immunobuvardage. La capside a été détectée avec des anticorps de lapin dirigés
contre cette protéine. La capside n'a pas été détectée pour les plantes saines (Figure
19).

2.3  Observation de |'expression des génes rapporteurs

L'activité de la GFP et celle de GUS ont été visibles sur toutes les feuilles
infectées avec TUMV/GFP et TuMV/GUS (Figure 20). Les méthodes utilisées ont été les

mémes que celles décrites a la section 1.3.

L'expression virale a été possible a partir du Prep;0 méme en absence d'induction
ou du facteur de transcription chez B. perviridis. Ce systéme nécessite donc des

modifications afin d’obtenir une induction plus rigoureuse.
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Tableau IX : Résultats obtenus suite a la transfection par bombardement particulaire de
plantes de B. perviridis par pTopTunos, pTopTunos/GFP et pTopTunos/GUS.

% de plantes infectées Nombre de jours
. Avec TGV nécessaires pour
Constructions g g Fapparition des
Sans TGV Sans dx Avec dx symptomes
pTopTunos 60% 43% 75% nd
pTopTunos/GFP nd nd 40% 19 a 22 jours
pTopTunos/GUS nd 50% 0% 15 jours

nd, non déterminé

Ast«t BC DE F G H |

CP

Figure 19 : Détection de la protéine de la capside sur des plantes de B, perviridis bombardées avec
pTopTunos

Immunobuvardage contre la protéine de la capside a partir de poingons de feuilles de B, perviridis qui ont
été récoltées onze jours aprés le bombardement avec A) p35Tunos; B et C) p35Tunos/BssHII;
D) pTopTunos seul; E et F) pTopTunos + pBIinTGV induit au dexaméthasone, G et H) pTopTunos + pBinTGV
non-induit au dexaméthasone et I) non-infecté.
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Figure 20 : Feullle de B. perviridis bombardée avec pTopTunos/GUS.

La feuille a été récoltée 20 jours aprés le bombardement avec pTopTunos/GUS et a été incubée dans le X-
Gluc pendant 16 heures et décolorées dans I'éthanol 70%.
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3 Systeme inductible par la complémentation de la polymérase virale

Afin d'éviter les fuites potentielles du Prepio, Un Systéme rigoureux d'induction de
I'expression virale a été créé. Ce systeme est basé sur la complémentation de la
polymérase (RdRp) non-fonctionnelle dans le vecteur viral par une RdRp se trouvant

sous le contrle du promoteur inductible sur une autre construction génique (Figure 7).

3.1  Constructions de p35Tunos/GFP-VNN et de p35Tunos/GUS-VNN

Dans un premier temps, la mutation pour les acides aminés VNN a été créée pour
remplacer le motif GDD de la polymérase dans p35Tunos/GFP (Figure 21) (Li et
Carrington, 1995). Ce changement d’acides aminés rend la polymérase inactive. Les
nucléotides correspondants ont été modifiés de fagon a retrouver un site de restriction
Hpal dans la mutation et faciliter le repérage de la modification. Le plasmide
p35Tunos/GUS-VNN a été assemblé en transférant le fragment April/Apal de 8,2kb
contenant la mutation « VNN » de p35Tunos/GFP-VNN a la construction p35Tunos/GUS

non-mutée.

Le plasmide pTop/5'NTR-Pol code pour la polymérase fonctionnelle sous le
contrdle du promoteur inductible Propio. Pour ce faire, nous avons fusionné la séquence
5'NTR virale a celle de la polymérase fonctionnelle par PCR. Ce produit d'amplification a
ensuite été introduit en aval du promoteur inductible Pre dans le vecteur
pBinHygTopFreen.. La séquence 5'NTR a été ajoutée pour augmenter les taux de
traduction des ARNm (Basso et a/, 1994) et ainsi obtenir une plus grande quantité de
protéine. Un contrle de complémentation avec une expression constitutive de la
polymérase a été réalisé en insérant la séquence 5'NTR-Pol en aval du Pcawy 35s. Les
étapes critiques de l'assemblage des constructions p35Tunos/GFP-VNN, p35Tunos/GUS-
VNN, pTop/5'NTR-Pol et p35/5'NTR-Pol ont été vérifiées par séquencage.
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Figure 21 : Carte de restriction de p35Tunos/GFP-VNN
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3.2  Expression transitoire sur Nicotiana tabacum

La complémentation a été vérifiée avec l'espéce N. tabacum. Des cellules de
tabac BY-2 ont été bombardées et des protoplastes de la méme espéce ont été
transfectées chimiquement avec les différents plasmides nécessaires pour observer la
complémentation. Ces plasmides étaient p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol +
pBinTGV et la transfection a été suivie par l'addition ou non de linducteur, le
dexaméthasone, dans le milieu de culture. Aussi, des feuilles de N. tabacum
transgéniques pour le facteur de transcription TGV ont été bombardées avec les mémes
plasmides.

3.2.1 Cellules de tabac BY-2

Les cellules acclimatées pendant deux jours sur un milieu de culture MS solide
ont été bombardées avec p35Tunos/GFP, p35Tunos/GFP-VNN avec ou sans pTop/5'NTR-
Pol et pBINTGV. Un témoin négatif sans ADN a aussi été effectué. Les cellules
bombardées ont été observées au microscope a fluorescence un a trois jours post-
infection. Le tableau X montre les résultats obtenus. Aucune fluorescence significative
n‘a été observée avec p35Tunos/GFP-VNN ainsi quavec p35Tunos/GFP-VNN +
pTop/5'NTR-Pol + pBInTGV sans induction au dexaméthasone. Par contre, quelques
cellules fluorescentes ont été observées avec p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol +
pBIinTGV induites avec 10 UM de dexaméthasone. Peu de cellules bombardées avec le
témoin positif P35Tunos/GFP émettaient de la fluorescence et moins de 1% des cellules
auraient été transfectées. Il était parfois difficile de faire la distinction entre une
fluorescence véritable due a la GFP ou a une fluorescence causée par des débris

cellulaire.



69

Tableau X : Comparaison de la fluorescence obtenue suite au bombardement de cellules
BY-2 avec p35Tunos/GFP ou p35Tunos/GFP-VNN

Constructions Fluorescence
Non-infecté -
p35Tunos/GFP +/-

p35Tunos/GFP-VNN -
p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol + pBinTGV sans dx -
p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol + pBinTGV + dx +

Tableau XI : Comparaison de la fluorescence obtenue suite a la transfection chimique de
protoplastes BY-2 avec p35Tunos/GFP ou p35Tunos/GFP-VNN

Constructions Fluorescence
Non-infecté -
p35Tunos/GFP -
p35Tunos/GFP-VNN +/-
p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol + pBinTGV + dx +

Tableau XII: Résultats obtenus 48 heures apres le bombardement particulaire de
feuilles de N. tabacum/TGV par p35Tunos/GFP, pTopTunos/GFP, p35Tunos/GFP-VNN et
p35Tunos/GFP-VNN

Constructions Fluorescence
Sans induction Avec induction

Non-infecté - -
p35Tunos/GFP +++ s/o
pTopTunos/GFP + ++

p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol +/- +
p35Tunos/GFP-VNN + p35/5'NTR-Pol + s/o
p35Tunos/GFP-VNN +/- s/o

s/o, sans objet



70

Des protoplastes de cellules de tabac BY-2 ont aussi été transfectées avec 6 pg
d’ADN. Les constructions p35Tunos/GFP, p35Tunos/GFP-VNN et p35Tunos/GFP-VNN +
pTop/5'NTR-Pol + pBinTGV ont servi pour cette transfection. Peu de fluorescence a été
observée sous la lumiére UV pour chacune des transfections. Méme le témoin positif de
fluorescence, p35Tunos/GFP, n‘avait pas semblé exprimer la GFP car 1% ou moins des
cellules semblaient vertes sous la lumiére UV du microscope & fluorescence. Une
estimation de 1 a 3% de cellules fluorescentes ont été visualisées pour la transfection de
protoplastes avec p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol + pBinTGV en présence de
dexaméthasone (Tableau XI).

Ces expériences ont donc montré la limite du bombardement particulaire sur des
cellules en suspension et de la transfection chimique de protoplates, & tout le moins avec

les conditions que nous avions choisies.

3.2.2 Bombardement de feuilles sur Nicotiana tabacum/TGV

Pour cette expérience, des morceaux de feuilles de N. tabacum exprimant le
facteur de transcription TGV (V. tabacum/TGV) ont été utilisés. Cing morceaux de
feuilles ont été bombardés avec p35Tunos/GFP, pTopTunos/GFP ou p35Tunos/GFP-VNN
avec ou sans la polymérase fonctionnelle (p35/5'NTR-Pol ou pTop/5'NTR-Pol). Un témoin
de bombardement sans ADN a aussi été effectué (deux feuilles). Une fois bombardées,
les feuilles ont été déposées sur un milieu MS-agar avec ou sans 30 pM de
dexaméthasone. Ces Pétri ont été incubés a 25°C avec 16 heures de luminosité par jour.

48 et 72 heures post-infection, deux feuilles de chaque essai ont été observées
sous microscope a fluorescence afin de visualiser l'expression de la GFP. De la
fluorescence distribuée de fagon uniforme a été observée & la pointe des trichomes
(« poils ») de chaque feuille. Plus en profondeur dans la feuille, d’autres cellules isolées
et distribuées principalement dans une zone couvrant environ le tiers des feuilles ont été
observées. Plusieurs de ces cellules étaient difficiles & voir car elles se situaient dans les
couches internes de la feuille, sous I'épiderme. Par contre, nous avons observé une nette
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différence entre la quantité de cellules fluorescentes chez les feuilles bombardées avec
les constructions exprimant le TuUMV/GFP comparé aux feuilles bombardées avec les

billes d’'or seulement (témoin négatif de GFP).

Les résultats aprés 48 et 72 heures étaient similaires et un sommaire est
présenté au tableau XII. Nous avons observé que les feuilles de N. tabacum/TGV
bombardées avec les plasmides p35Tunos/GFP et pTopTunos/GFP présentaient plusieurs
cellules isolées visibles. Linduction au dexaméthasone des feuilles bombardées avec
pTopTunos/GFP a permis I'expression de la GFP dans plus de cellules qu'en absence
dinduction. Aussi, les feuilles bombardées avec p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol
en présence de l'inducteur ou avec les plasmides p35Tunos/GFP-VNN + p35/5‘NTR-Pol
montrent plusieurs cellules fluorescentes bien visibles. De plus, quelques cellules
fluorescentes étaient présentes sur les feuilles bombardées avec le plasmide
p35Tunos/GFP-VNN ou p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol sans induction mais ces
cellules étaient beaucoup moins nombreuses et visibles que les autres échantillons
étudiés. Quelques cellules fluorescentes ont méme été observées sur le témoin négatif
sans infection. Les cellules nécrosées suite au bombardement particulaire étaient

difficilement différenciées des cellules exprimant la GFP.

Des cinq feuilles de N. tabacum/TGV bombardées avec les constructions
contenant la GFP, une a été utilisée pour effectuer un immunobuvardage. Cet
immunobuvardage a été réalisé avec un anticorps primaire de lapin dirigé contre la
protéine de la capside. La protéine de la capside a été révélée seulement sur une feuille
48 heures suite au bombardement avec p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol induite
au dexaméthasone. La présence de la capside des autres échantillons de feuilles (non-
infectée, p35Tunos, p35Tunos/GFP, p35Tunos/GFP-VNN, p35Tunos/GFP-VNN +
p35Tunos, p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol non-induit, pTopTunos/GFP induit et
non-induit) n'a pas été détectée (Figure 22).

Puisqu'il a été ardu d'observer la fluorescence de GFP, nous avons donc choisi de
répéter I'expérience mais cette fois-ci avec GUS parce que son activité enzymatique est

plus facile a visualiser.
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Les plasmides p35Tunos/GUS, pTopTunos/GUS ou p35Tunos/GUS-VNN avec ou
sans la polymérase fonctionnelle (p35/5'NTR-Pol ou pTop/5'NTR-Pol) ont été bombardés
chacun sur 5 morceaux de feuilles de N. tabacum/TGV. Des témoins de bombardement
avec pBI221 (3 feuilles) et sans ADN (2 feuilles) ont aussi été effectués. Ces feuilles ont
été déposées sur un milieu MS avec ou sans 30 UM de dexaméthasone selon le cas. Elles
ont été incubées & 25°C environ dans des Pétri avec 16 heures de luminosité par jour. A
quatre et dix jours post-infection, une feuille de chaque témoin et deux feuilles
bombardées avec les vecteurs viraux ont été prélevées et incubées pendant 16 heures
dans la solution dincubation contenant le X-Gluc. Des plages bleues de différentes
grosseurs sont apparues sur les feuilles, dues a l'activité enzymatique de GUS sur son
substrat (Figure 23).

La comparaison des plages bleues visualisées au binoculaire est présentée dans
le tableau XIII. Les feuilles témoins bombardées avec pBI221 ont montré une centaine
de plages bleues & 4 et 10 jours post-infection. Ces plages étaient minuscules et
difficilement visibles & I'ceil nu. Les plages visualisées sur les feuilles bombardées avec le
virus réplicatif (p35Tunos/GFP ou pTopTunos/GFP + dx) étaient plus grosses qu'avec
pBI221 et quelques-unes étaient mémes énormes (Figure 23). L'absence d'induction des
feuilles bombardées avec pTopTunos/GUS a été marquée par une faible expression de
GUS. Autant de plages bleues ont été visualisées sur les feuilles bombardées avec
p35Tunos/GUS qu‘avec p35Tunos/GUS-VNN + pTop/5'NTR-Pol + dx mais ces derniéres
plages étaient beaucoup plus petites. L'expression de GUS était moindre sur les feuilles
bombardées avec p35Tunos/GUS-VNN + pTop/5'NTR-Pol sans induction. Peu ou pas de
plages ont été observées sur les feuilles bombardées avec pTopTunos/GUS sans
induction, p35Tunos/GUS-VNN ou p35Tunos/GUS-VNN + p35/5'NTR-Pol.

Bien que des variations aient été observées dans I'expression virale, il semble
quil est possible d‘obtenir une réplication contrdlée par la complémentation de la
mutation VNN avec l'induction au dexaméthasone de la transcription de la polymérase
fonctionnelle. Ce systéme devra par contre étre vérifié dans des plantes transgéniques

de N. tabacum.
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Figure 22 : Détection de la protéine de la capside sur des feuilles de V. tabacum/TGV suite a la
complémentation de TuMV/GFP-VNN par la RdRp fonctionnelle

Immunobuvardage dirigé contre la capside dont les feuilles de N. tabacum/TGV ont été récoltées 48 heures
aprés de le bombardement avec 1) de l'eau, 2) p35Tunos/GFP, 3) p35Tunos/GFP-VNN, 4) p35Tunos/GFP-
VNN + p35Tunos, 5) p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol, 6) p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol + dx
et 7) pTopTunos/GFP.

Tableau XIII : Comparaison de I'activité enzymatique de la B-glucuronidase représentée
par la quantité de plages bleues sur des feuilles de N. tabacum/TGV bombardées avec le

TuMV/GUS et incubées 16 heures dans le X-Gluc.

Constructions 4 J;g;‘;zt?::t' 10i1;1 C;:l; ig:st-
Non-infectée - -
pBI221 +4++ +++
p35Tunos/GUS +/- 4+
pTopTunos/GUS +/- -
pTopTunos/GUS + dx + ++
p35Tunos/GUS-VNN + +
p35Tunos/GUS-VNN + p35/5'NTR-Pol - +/-
p35Tunos/GUS-VNN + pTop/5'NTR-Pol + ++
p35Tunos/GUS-VNN + pTop/5'NTR-Pol + dx +/- +4+

Une feuille a été observée a 4 ou 10 jours post-infection pour le bombardement sans ADN (non-infectée) et
avec pBI221. Deux feuilles ont été observées & 4 ou 10 jours post-infection pour les autres bombardements

avec le TuMV.
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Figure 23 : Feuilles de N, tabacum/TGV suite au bombardement avec TuMV/GUS-VNN complémenté avec la
RdRp
Les feuilles ont été récoltées et mises dans le X-Gluc 10 jours suite au bombardement avec des billes

enrobées de A) pBI221, B) p35Tunos/GUS, C) p35Tunos/GUS-VNN, D) pTopTunos/GUS, E) pTopTunos/GUS
+ dx et F) p35Tunos/GUS-VNN + pTop/5'NTR-Pol + dx.



Chapitre 4

Discussion

Plusieurs études ont montré qu'il est possible d'introduire un gene étranger dans
le génome d’un potyvirus. Ce virus chimérique inoculé sur une plante susceptible permet
I'expression de la protéine étrangére simultanément avec les protéines virales. (Arasi et
al, 2002; Dolja et a/, 1992; Dolja et al, 1998; Fernandez - Fernandez et a/, 2001;
German-Retana et a/, 2000; Giddings et al, 2000; Guo et a/, 1998). Mais au cours de la
propagation virale, le géne dintérét a tendance a étre délété (Dolja et al, 1993;
Fernandez - Fernandez et a/, 2001; German-Retana et a/, 2000; Guo et &/, 1998). Afin
de minimiser la délétion de l'insert, il nous faudra introduire dans le génome de la plante
I’ADNc viral ainsi que de développer un systéme ou I'expression virale serait inductible.

Ceci permettrait de contourner ce probléme.

1 Insertion d'un géne rapporteur

Dans un premier temps, deux génes rapporteurs ont été insérés dans le
génome du TuMV, soit g/p ou widA. L'avantage de la GFP est de visualiser son
expression sans requérir de substrat ni de co-facteur pour former la molécule
fluorescente (German-Retana et a/., 2000). La propagation des virus de plantes durant le
processus d'infection peut donc étre étudiée par cette technique non-destructrice en
observant la plante sous rayons UV. Pour sa part, I'observation de I'activité enzymatique
de GUS demande obligatoirement de sacrifier des feuilles. Cependant, le précipité bleu
obtenu lorsque I'enzyme est en présence de I'un de ses substrats, le X-Gluc, ne peut étre
confondu avec d’autres phénomeénes naturels. Les zones bleues sont facilement visibles
a I'ceil suite a une incubation d’environ 16 heures a 37°C dans le tampon contenant le X-
Gluc.
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La fluorescence et le précipité bleu dus a I'expression de la GFP et de GUS
respectivement, tout comme les mosaiques, apparaissent d'abord prés des veines
principales de la feuille infectée. Ce phénomeéne montre que le virus se réplique dans les
cellules entourant le phloéme/xyléme lors de son entrée dans une nouvelle feuille. Il se
propage ensuite de cellule en cellule par les plasmodesmes a partir de cette zone
(Carrington et a/, 1996).

Les génes rapporteurs ont été ajoutés entre les génes viraux P1 et HC-Pro qui
sont situés a I'extrémité 5' de I'ARN viral. Il a été rapporté que ce site est approprié pour
I'expression d'un géne étranger chez d’autres potyvirus tels le TEV (Dolja et a/,, 1992), le
PPV (Guo et al, 1998) et le LMV (German-Retana et &/, 2000). Pour obtenir une
protéine libre et pour ne pas nuire a la fonction de HC-Pro, une séquence codant pour
un site de reconnaissance en rans de la VPg-Pro a été insérée entre le géne rapporteur
et HC-Pro. De cette fagon, la protéine d'intérét est bordée par deux sites de clivage dans
la polyprotéine : les sites de clivage de P1 et de VPg-Pro.

Comme le bombardement particulaire peut étre utilisé en tant que moyen
efficace d'infection mécanique de plantes par des virus, cette méthode sera préconisée
pour les études d'expression transitoire. Des symptomes d'infection systémique ont été
observés pour plusieurs plantes de B. perviridis bombardées par p35Tunos/GFP ou
p35Tunos/GUS. L'infectivité du TuMV a donc été conservée suite a l'insertion d’un géne
d'intérét. Par contre, un faible retard a été observé dans I'apparition des symptomes
pour TuMV/GFP et nous avons constaté une apparition encore plus tardive pour
TuMV/GUS. L'apparition des symptémes a été comparée avec les témoins p35Tunos
original et p35Tunos/Sacll. Cette derniére construction a seulement le site de restriction
Sadl entre P1 et HC-Pro. Simplement |'ajout du site de restriction Sadl ne semble pas
avoir modifié le cycle viral du TuMV: TuMV/Sacll cause toujours une infection
systémique chez B. perviridis de fagon similaire a p35Tunos. Ces résultats sur
I'introduction d'un géne d'intérét tels gfp et widA concordent avec ceux décrits par
German-Retana et a/ (2000) pour le LMV-GUS. Par contre cette équipe a remarqué une
atténuation des symptomes pour les virus chimériques portant les génes rapporteurs gfp
ou widA. Nous n‘avons pas observé une telle atténuation. Dans cet article de German-
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Retana et a/. (2000), il a été proposé que la longueur et/ou la nature du géne w/dA serait
probablement en cause dans ce retard des symptomes. Il est possible que les séquences
additionnelles perturbent la structure tri-dimensionnelle de la polyprotéine et
augmentent les temps a chaque étape du cycle viral, entre autres au cours de la
maturation de la polyprotéine et de la réplication. Il est aussi possible que le fait que
I'extrémité N-terminale de HC-Pro ait été modifiée par un acide aminé supplémentaire
puisse perturber une ou plusieurs des fonctions de HC-Pro, particuliérement en présence

de GUS (Guo et a/., 1998). Ceci pourrait aussi nuire a la réplication virale.

L'observation des symptomes dus a TuMV/GFP et TuMV/GUS corrélait avec
I'expression de la capside virale et du gene rapporteur. Les protéines d'intérét étaient
fonctionnelles puisque leur activité a été observée sur les plantes infectées. De plus, la
présence du virus et des protéines d'intérét a été confirmée par immunobuvardage. La
CP a été choisie car elle est représentative de I'ensemble des protéines virales. Par
contre le doublet de capside détecté pour la plupart des échantillons a souvent été
observé mais nous ne pouvons pas expliquer l'origine de ce phénoméne. L'activité des
protéines d'intérét se reflétait aussi dans I'immunobuvardage. Les protéines de la taille
appropriée ont été détectées pour les plantes infectées avec TUMV/GFP ou TuMV/GUS.
La maturation aux sites d’hydrolyse par P1 et VPg-Pro de chaque c6té de la protéine
d'intérét a donc été effectuée correctement lors de la maturation de la polyprotéine. Par
contre, une bande supplémentaire de poids moléculaire supérieur a GUS a aussi été
détectée en plus petite quantité. Ceci nous suggére que le processus de maturation de
GUS n'est peut-étre pas complet. Il est possible que la B-glucuronidase nuise a la
maturation en modifiant la conformation de la polyprotéine. A ce moment, la fusion de
GUS a sa protéine voisine, HC-Pro probablement, pourrait possiblement entraver les
fonctions de la protéine virale. Ce processus incomplet ou retardé de la maturation de la
polyprotéine pourrait avoir un lien avec les retards observés dans l|'apparition des
symptomes de TuMV/GUS. Afin de confirmer cette hypothése, il serait intéressant
d'effectuer un immunobuvardage avec les mémes échantillons de feuilles infectées avec
TuMV/GUS et utiliser des anticorps dirigés contre HC-Pro. 1l serait alors possible de

déterminer si une bande supplémentaire est détectée au méme poids moléculaire.
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La stabilité des genes d'intérét g/ et widA a été vérifiée par RT-PCR. La g/fp
semble intacte méme 30 jours post-infection. Un résultat similaire a été obtenu par
German-Retana et al (2000) avec le LMV-GFP. Par contre, le géne widA semble étre
délété tot au cours de linfection virale. Moins de 30 jours ont été nécessaires pour
obtenir des délétions dans les plantes de B. perviridis bombardées avec p35Tunos/GUS.
Ces délétions ont d'ailleurs été rapportées ou un (Dolja et a/, 1993) a quatre mois
(German-Retana et a/, 2000) suffisaient pour obtenir des délétions spontanées dans les
virus chimériques. Il a été proposé que lors de la réplication virale, 'ARN polymérase
change de matrice. Plusieurs mécanismes différents ont été proposés pour expliquer

I'instabilité des inserts. Deux seront exposés.

Dans une étude (Dolja et a/, 1993), le mécanisme proposé est la
recombinaison non-homologue lors de la synthése du brin négatif d’ARN viral. Cette
hypothése est basée sur le fait que la polymérase des virus @ ARN monocaténaire
changent spontanément de matrice lors de la synthése de I’ARN négatif; ce phénoméne
aurait été proposé aussi pour les poliovirus qui font partie de la famille des
Picornaviridea, tout comme les potyvirus. Le biais apparent pour les délétions pourraient
étre simplement dii & une dissociation et une réassociation aléatoire de la Pol de la
matrice. Ce changement de matrice serait ensuite suivi par une sélection des variants
viables ou avantageux. Les variants ayant des délétions a l'intérieur de séquences
essentielles, comme des séquences virales, seraient fort probablement défectifs et ne
pourraient poursuivre le cycle viral. Cependant, les variants ayant des délétions plus ou
moins importantes dans les régions non-essentielles comme le géne étranger, peuvent
poursuivre linfection virale et se propager dans la plante susceptible. Ces variants
peuvent méme posséder des avantages par rapport aux virus non-délétés et ainsi étre
favorisés lors de la propagation virale.

Un autre mécanisme serait la dissociation de la RdRp de la matrice au niveau de
I'insert due a la présence non-habituelle de structures primaires ou secondaires (Dolja et
al., 1993). Une équipe a suggéré que des séries de adénine dans la séquence de widA
seraient peut-étre la cause d’une telle dissociation au cours de la synthése du brin positif
d’ARN (Guo et al,, 1998). Ces séries de A joueraient un réle similaire a la région AU-riche
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de la recombinaison homologue. Ces séquences favoriseraient donc le changement de
matrice de la polymérase. Il est @ noter que ce mécanisme ne serait probalement pas
I'unique raison de la dissociation de la polymérase puisque ces séries de A ne sont pas
toujours présentes au point de jonction de délétion des variants observés (Guo et al,
1998). De plus, ce mécanisme est en contradiction avec les observations sur les

poliovirus et décrites précédemment.

Un autre membre de notre équipe a aussi étudié I'insertion de grp et uidA entre
les séquences codant pour la polymérase (Pol) et la capside (CP). Quelques études (Choi
et al, 2000; Fernandez-Fernandez et a/, 2001) ont montré que ce site est aussi
approprié pour linsertion d'un gene dintérét. Comme deux sites d'insertion sont
disponibles, il est possible de les utiliser en méme temps avec un géne rapporteur
différent dans chaque site. Nos études ont montré que ces constructions sont toujours
infectieuses chez B. perviridis mais l'infection est marquée d'un retard dans |'apparition
des symptomes encore plus important qu‘avec TuMV/GUS. Des résultats similaires a
ceux décrits précédemment ont été obtenus avec ces constructions, soit I'observation de
la présence et de l'activité des génes rapporteurs, l'instabilité de widA et la stabilité de
gfp 30 jours post-infection.

En conclusion, nos résultats corroborent ceux obtenus par d'autres équipes
(German-Retana et a/, 2000; Dolja et a., 1993; Guo et al, 1998). Il est donc possible
d'insérer et d'exprimer un géne d'intérét dans le génome du TuMV entre P1 et HC-Pro.
Un gene aussi gros que widd (1,8 kb) peut étre ajouté a cet endroit dans le TuMV sans
éliminer de genes viraux. La protéine d'intérét résultante est active et sa maturation
s'effectue correctement. Il sera intéressant de doser la quantité de protéines d'intérét

produites lors d'une infection par un virus chimérique comme TuMV/GFP et TuMV/GUS.

Cependant, l'instabilité génétique de l'insert est rapide dans le cas d'un long
gene tel widA. 1l est donc nécessaire de diminuer le nombre de cycle de réplication virale
dans chaque cellule. Nous proposons donc dinsérer dans le génome de la plante une

copie inductible du virus chimérique.
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2 Systeme d’expression inductible

L'élaboration d'un systéme d’expression viral inductible a été de changer le
promoteur constitutif Pcawv 35s par le promoteur inductible au dexaméthasone Propio.
Selon Bohner et al (1999), une expression minime a été observée avec le Propy0 €N
absence de linducteur. Ils ont introduit dans le génome de plantes de N. tabacum la
séquence codant pour la luciférase qui se trouvait sous le contréle du Prop0. En absence
d'induction, Iactivité de la luciférase se trouvait sous ou prés du seuil limite de détection.

Linfection de plantes de B. perviridis par le bombardement de pTopTunos a
montré que le virus est toujours infectieux malgré le changement du promoteur. Lors de
cette permutation des promoteurs, nous avons dii prendre soin que le transcrit issu de
I'action du promoteur contienne le moins possible de séquence non-virale. En effet, il a
été démontré que la présence de ces nucléotides rendaient le transcrit non-infectieux
(Sanchez et al, 1998). Par ailleurs, 'assemblage de I’ADNc viral a I'aide de I'enzyme de
restriction BssHII a éliminé 24 nucléotides dans le terminateur de la nopaline synthase
(tnos). Selon Sanchez et al (1998), la présence du tnos n'est pas obligatoire pour la
transcription efficace du virus. A la fin de ’ADNc du TuMV, une séquence de 56 résidus A
a été ajoutée afin d'assurer la stabilité de I'ARNm. Cette queue de poly(A) seule est

probablement suffisante pour arréter la transcription et assurer la survie de I'ARNm.

La présence du TuMV dans les plantes de B. perviridis qui présentaient des
symptomes de mosaique a été confirmée par immunobuvardage. Les marques de
mosaique, de déformation, de retard de croissance ainsi que l'activité des génes

rapporteurs corrélaient donc avec la présence de la capside du virus.

1l a été par contre remarqué que quelques plantes de B. perviridis bombardées
avec pTopTunos présentaient des symptomes d'infection systémique malgré I'absence
d'induction et du facteur de transcription TGV. Cette situation était prévisible puisque
nous avons utilisé un modele trés sensible a l'infection par le TuMV : Brassica perviridis.
Pour les plantes bombardées avec pTopTunos, un seul événement de transcription dans
une seule cellule bombardée peut étre suffisant pour obtenir une infection systémique
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puisqu’elle est susceptible a la réplication virale ainsi qu’aux mouvements cellule-cellule
et longue distance du TuMV.

L'apparition de symptomes d'infection systémique dans B. perviridis par le
bombardement de pTopTunos nous a donc montré que la construction a été effectuée
correctement et que ce changement n‘a pas affecté l'infectivité virale. Par contre, le
phénomeéne de « fuites » du promoteur inductible n'est pas a négliger. Un systéme

d'induction encore plus rigoureux est nécessaire pour mener a terme ce projet.

L'espece qui sera utilisée pour la production de plantes transgéniques est A,
tabacum puisqu’elle n'est pas susceptible aux infections systémiques au TuMV. Mais
cette plante permet la réplication virale et le mouvement cellule-cellule. Dans le systéeme
inductible, la propagation virale suite a un événement de transcription a partir de Propio
sera limité a cette cellule et a ses voisines. Nos travaux d’expression transitoire par le
bombardement sur des feuilles de N. tabacum/TGV ont montré que le systéme
d'induction semblait bien fonctionner. Peu ou pas d'activité B-glucuronidase était
observée en absence d'induction avec le dexaméthasone, alors qu'une activité
appréciable était obtenue aprés l'application de dexaméthasone. Ainsi, méme si des
fuites se produisaient occasionnellement, il est envisageable de penser que la production
de virus restera confinée que dans quelques cellules. Ce confinement pourrait réduire
Iimpact de I‘activité virale pour la transformation et la régénération des plantes
transgéniques. Un membre de I'équipe a donc entrepris la transformation de .
tabacum/TGV avec pTopTunos. Cependant il a constaté que les cellules de N.
tabacum/TGV transformées avec pTopTunos se régénerent difficilement. Les quelques

« fuites » du Prep10 €n sont fort probablement responsables.

Afin de limiter la réplication virale dans les cellules en absence d‘induction, la
fonction de polymérase virale a été abolie par une mutation dans son motif conservé
GDD (Li et Carrington, 1995). Ce motif serait en partie responsable de I'activité de la
polymérase. Au moment opportun de la croissance de la plante, la réplication virale
défective pourrait étre rétablie avec une polymérase fonctionnelle. Li et Carrington
(1995) ont montré que la mutation « VNN » de la polymérase virale défective présente
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dans le génome de la plante peut étre complémentée en frans par une polymérase
fonctionnelle faisant partie d'une autre construction. Dans notre projet, la séquence non-
traduite en 5’ (5'NTR) du TuMV fusionnée a la séquence codante pour la polymérase
fonctionnelle ont été ajoutées a la suite du promoteur Prypy dans le vecteur
pBinHygTopFreen.. Le 5'NTR permettra une traduction plus efficace de I'ARNm : cette
séquence contient des sites d’entré interne des ribosomes qui sont nécessaire a la
traduction efficace de I'’ARN viral (Basso et a/, 1994).

Afin de vérifier l'efficacité de la complémentation, trois systémes différents ont
été utilisés : le bombardement de cellules de tabac BY-2 et de feuilles de N.
tabacum/TGV ainsi que la transfection chimique de protoplastes BY-2. Les plasmides
utilisés étaient p35Tunos/GFP-VNN + pTop/5'NTR-Pol + pBinTGV sur les mémes billes.
Malheureusement, les cellules BY-2 et les protoplastes n‘ont pas été facilement
transfectés. Observés au microscope a fluorescence, ils semblaient exprimer peu de GFP,
que ce soit pour les études de complémentation ou seulement pour les cellules témoins
transfectées avec p35Tunos/GFP. En effet, les cellules qui exprimaient la GFP étaient
difficilement différenciables des cellules auto-fluorescentes ou des cellules mortes. Les
cellules mortes ou endommagées peuvent émettre une fluorescence verte semblable a la
fluorescence de la GFP sous les UV. Aussi, sur les feuilles de N. tabacum/TGV, la
fluorescence naturelle des trichomes (« poils ») rendait la tache plus ardue de
I'observation de I'expression de la GFP. De plus, I'épaisseur de la feuille limitait

I'observation des cellules fluorescentes.

Puisqu'il a été ardu d’obtenir des résultats significatifs a I'aide de I'expression de
la GFP, nous avons utilisé la construction p35Tunos/GUS-VNN pour la complémentation
sur des feuilles de N, fabacum/TGV. 1l a alors été plus facile de visualiser I'activité
enzymatique. Plusieurs plages bleues étaient observées suite au bombardement avec
pBI221, ce qui réflétait les zones de cellules transfectées. Par contre, d’énormes plages
bleues ont été révélées sur les feuilles bombardées avec pTopTunos/GUS induit au
dexaméthasone, tout comme le témoin p35Tunos/GUS. L'enzyme GUS était donc active
dans plusieurs cellules avoisinants I'mpact de la bille d'or recouverte d’ADN. Ces zones
reflétait la réplication et le mouvement cellule-cellule du virus a partir d’une cellule cible.
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Aussi, la complémentation semble avoir eu lieu. L'activité enzymatique de GUS sur les
feuilles bombardées avec p35Tunos/GUS-VNN + pTop/5'NTR-Pol et induites au
dexaméthasone était supérieure a celle observée sans induction de la transcription au
dexaméthasone.

La grosseur des plages était différente entre le virus sauvage et le mutant VNN
complémenté. La réplication naturelle de TuMV semble donc étre plus efficace que celle
de la complémentation par une polymérase fonctionnelle. Il est possible que la
polymérase inductible ne soit pas présente en quantité suffisante pour maintenir la
réplication de TuMV/VNN aux niveaux aussi élevés que le TuMV sauvage. De plus, dans
ce systéme, le TuMV/VNN peut se répliquer par complémentation dans la cellule
originalement infectée si la polymérase fonctionnelle se trouvait sur la méme bille d'or
bombardée. Dans ce cas, le virus peut se déplacer dans les cellules voisines, mais
I'absence de polymérase fonctionnelle dans ces cellules y empécherait la réplication. Les
plages marquant l‘activit¢é de GUS sont alors moins nombreuses et moins grosses

qu‘avec le virus réplicatif.

Le systéme d'expression transitoire utilisé pour étudier la complémentation
améne beaucoup de variabilité puisqu'il n'est pas assuré que le vecteur viral et la
polymérase seront sur la méme bille d’or lors du bombardement. Ces résultats montrent
tout de méme que la complémentation semble étre un systéme potentiellement efficace
pour l'induction de la réplication virale. Ces travaux confirment aussi ceux de Li et
Carrington (1995) indiquant que la complémentation de la mutation VNN de la

polymérase dans le génome viral est possible grace a une polymérase fonctionnelle.

Ces expériences ont donc démontré que le systtme de complémentation
inductible était envisageable pour la création de plantes transgéniques. Le systéme
d'induction par complémentation a donc été réalisé par un autre membre de notre
équipe dans les plantes transgéniques de N, tabacum exprimant le facteur de
transcription TGV et la polymérase fonctionnelle (N, tabacum/TGV-Pol). Dans cette
plante, I'expression de la polymérase est contrélée par I'application du dexaméthasone.
Des études préliminaires d'expression transitoire ont montré que le systéme fonctionne
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comme prévu. Des plantes transgéniques de N. tabacum exprimant le TGV, la Pol et
35Tunos/GFP-VNN sont actuellement en cours de production.



85

3 Perspectives d'avenir

Les résultats obtenus au cours de ce projet indiquent 1) qu'un géne d'intérét
peut étre ajouté au génome viral et 2) que le systéme d'induction de la réplication virale
serait possible dans des plantes transgéniques de WN. tabacum. Ces plantes
contiendraient dans leur génome le virus chimérique non-réplicatif 355Tunos/GFP-VNN
ou 35TuMV/GUS-VNN, le facteur de transcription TGV et la polymérase inductible
Top/5'NTR-Pol. L'induction de la réplication se ferait au moment opportun de la

croissance de la plante avec I'application du dexaméthasone.

1l sera encore plus intéressant d'insérer un géne autre qu‘un géne rapporteur.
Comme deux emplacements sont connus pour l'insert d'un géne d'intérét, il sera possible
d'introduire deux génes différents dans un seul vecteur viral. Ces génes pourront

exprimer des protéines d'une chaine enzymatique ou d’'un hétérodimére tel un anticorps.

D'autres applications technologiques seront possibles grace a ce systeme
d'induction de l'expression virale. Ce systéme permettra une production synchronisée
des vecteurs viraux. Un tel concept n‘a pas encore été obtenu pour |'étude fondamentale
des virus de plantes. 1l sera alors possible d'analyser /n p/anta les interactions virus/hote,
tels les interactions entre la VPg et le facteur de traduction eIF4E étudié par d'autres

membres du laboratoire.



Conclusion

Les plantes sont des organismes intéressants pour la production de masse de
produits biopharmaceutiques. IIs sont cultivables a faibles co(ts sur de grandes surfaces.
Lintroduction de genes d'intérét dans le génome de la plante n‘est pas suffisante pour
produire en grande quantité les protéines biopharmaceutiques. Une alternative a la
production de plantes transgéniques est l'infection systémique des plantes cibles par un
virus chimérique. Ce virus contient dans son génome un géne d'intérét. Par contre, il a
été rapporté que le géne d'intérét est délété avec le temps. Nous proposons un systeme
intermédiaire ou le virus chimérique, le TuMV, serait intégré au génome de la plante.
Son expression serait inductible afin de diminuer les risques de délétions spontanées du
géne d'intérét. Dans un premier temps, nous avons inséré un géne rapporteur dans le
génome Vviral, soit les génes gfp ou widA. Nous avons ensuite rendu inductible la

réplication virale par complémentation.

Dans ce projet, nous avons effectué des études d'infection systémique et
d'expression transitoire avec les différentes constructions du TuMV. Le bombardement

particulaire a été la technique principalement utilisée pour infecter les plantes.

Il a été montré qu'un géne peut étre inséré dans le génome viral sans modifier
significativement l'infectivité virale dans B. perviridis. Ce géne, gfp ou uidA, a été inséré
entre les génes codant pour P1 et HC-Pro de 'ADNc du TuMV. TuMV/GFP et TuMV/GUS
ont conservé leur infectivité car leur propagation a été marquée par l'apparition des
symptémes systémiques. Un géne aussi gros que wdd (1,8 kb) semble pouvoir étre
inséré dans le génome du TuMV sans méme éliminer des génes viraux. Par ailleurs,
linstabilité de linsert a 30 jours post-infection a été montrée par la réaction de
transcription inverse. Il est donc primordial d'obtenir une source stable de TuMV

chimérique dans chaque cellule de la plante thérapeutique.

L'expression transitoire du TuMV a été réalisée sur des feuilles de N. tabacum.
Les études d'induction de I'expression virale par la complémentation ont été facilitées par
I'insertion de widA dans le TuMV. La visualisation de l'activité enzymatique de GUS
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suggére que la polymérase fonctionnelle, sous le contrble du promoteur Propy, peut
complémenter en trans la mutation VNN insérée dans le TuMV. Cependant, la
complémentation semble diminuer I'efficacité de la réplication virale. Il est donc
important de développer une méthode efficace d'induction de la transcription & partir du
promoteur Prqp;0 avec le dexaméthasone.

Finalement, des plantes transgéniques sont présentement en cours dans notre
laboratoire afin de vérifier que I'apport de transcrits stables du TuMV chimérique non-
réplicatif complémenté par la polymérase fonctionnelle inductible au dexaméthasone

permet de conserver le géne d'intérét plus longtemps.

Il est donc de plus en plus évident que dans un avenir plus ou moins rapproché,
les vaccins, les anticorps recombinants et les autres produits biopharmaceutiques seront
synthétisés a grande échelle par des plantes dans des champs ou des serres. Plusieurs
de ces produits pharmaceutiques pourront étre comestibles et ainsi éviter les étapes de

purification de la protéine d'intérét.
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