
UNIVERSITÉ DU QUÉBEC 

INRS- INSTITUT ARMAND-FRAPPPIER 

(Centre de microbiologie et de biotechnologie) 

EXPRESSION DE LA PROTÉINE VPg DU VIRUS 

DE LA MOSAÏQUE DU NAVET DANS LES PLANTES 

PAR 

HENRIE'ITE GAUTHIER 

(Mémoire pour l'obtention du grade de maîtrise ès science (M.Sc.) 

Examinateur externe Dr. François Belzile 

Président du jury Dr. Rolf Morosoli 

Directeur de recherche Dr. Jean-François Laliberté 

JUILLET 2001 

\ 



A ma famille 



m 

. 
TABLE DES MA TIERES ••••••••••••••.••••••••••••.•••••••••••.•••••••.••••••••••••••••••••••••••••.•••••••••••••••••••• Ill 

LISTE DES TABLEAUX ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• Vll 

LISTE DES FIGURES .•.••....•.••••.•••..•....•••••••.........•............•.•.......•.•......•...•.••.....•..••.•..... Vm 

. 
LISTE DES ABRE VIA TIONS ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••.••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• X 

INTRODUCTION •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• l 

REVUE BŒLIOGRAPIDQUE ....•.••..•.•.•......•••••.....•.•.••••..•.•.•••••••...••..•.••.••......•••....•.....••••• J 

1. ùs virus de plante .•.••••.•...•..•..•.•...•.......•••..•.....••••••..•.....•••.•........•.••••.......•••...........•....•.. 4 

2. ù virus du TuMV •••••••••.••••••••••••.•••••••••••••••.•••••••••••••••••••••••••.•••••••••••••.•.••••••••••••••••••••••••• 4 

3. La protéine VPg •••••••••••••••••••••••••.•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 6 

4. La protéine eff(iso )4E ••••••••.••••.•••••••••••.••••••••••••••.•••••••••••••••••••••••••••••••••.•.••••••••••••.••••••••• 7 

5. L'initiation de la traduction eucaryote ....................................................................... 9 

6. Interaction de la protéine eff(iso )4E avec la protéine VPg ••••••••••••.•••••••••••••••••••••••• 12 

7. Utilisation des vecteurs génétiques •••••.•....•..••••......••.•••.•.......•••.•........•..•••...•.•••..•.....• 13 

7.1 Utilisation des vecteurs viraux. ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 13 

7. 1. 1. Le vecteur viral PV'X.. ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 14 

7.2 Plantes transgéniques ••••••••••••••••••••••••••.••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 15 

8. Hypothèse de travail ••.•••.•••..•••••••••••••••••••••.••••••••••.••••••••••••••..•••••••••••••.••••.••....•.•••••••••... 17 

MATÉRIEL ET MÉTHODES (Première partie) •.•••••••.••••••••••.••••••••••.•••••••••••••.•.••••••.•• 19 

Expression de la VPg par l'utilisation du vecteur PVX 

1. Milieu de croissance ••••.•.••.••••••••••••••••••••••.•••••••••••••.••••••••••••••.•••••••••••••••••••••••••••••••••••••• lO 



IV 

2. Souche •••••••••••••••.••••••••••••.•••.••••••••••••••••••••••••••••.•••••••••••.••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 20 

3. us vecteurs d'expression viraux •..••••...•...••••.•....•.••••..•....•..••.•......•••.••.....••.••.•.......••••• 20 

3. 1 Le vecteur pP2C2S •••••••••••••••••.•.•••••••.•.•.•••••••••.•••••••••••••••.•••••••••••••••••••••••••••••••• 20 

3.2 Le vecteur PVX ty'pe sauvage .•••••••••••.•••••••••••••••••.•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 21 

3.3 Le vecteur PVX-GFP •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• ll 

3.4 Le vecteur PVX-VPg .••••••.•.•.•••••••••••••••.•••••.••••••••.••••••••••••••••.•••••••••••••••••••••••••• 21 

3.4.1 Construction du vecteur PVX.-VPg .•••••••.••••••••••••••••••••••••.•••••••••••••.••• 22 

4. Préparation de l'ADN plasmidique pour la transcription ........•.......•..•.•........••....•. 23 

S. Transcription ...••.........•..•••.......•.•.•....•..•.•......•.•.••••.......•.•.••....•••.••.•......••••.•.....•••••••....•• 23 

6. Inoculation des plantes de Nicotiana benthamiana ••.••••••••••••••••.••••••••.•••.•••••••••••••••• 24 

6.1. Inoculation des plantes avec 1 'ARN virnJ ........................................................ 24 

6.2. Inoculation des plantes avec les particules virales ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 25 

7. Extraction de l' ARN total des feuilles infectées ....•••.....•......••......••••.......••.••.......•.• 25 

8. Analyse RT -PCR. ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••.•••••.••••••••••••••••••••••••••••• 26 

MATÉRIEL ET MÉTHODES (deuxième partie) 

Plantes transgéniques pour le gène codant pour la VPg 

1. Construction de pJ0530. VPg ••••••••••.••••••••••••••••••••••••••••••••••••••.••••••••.•.••••••••.••••••••••••••••• 28 

2. Transformation des plantes d' Arabidopsis thaliana •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 29 

3. La technique de transformation selon Becbtold et al, (1993) ................................. 30 

4. Sélection des transformants ••••••••••••••••••••••.••••••••••••••••••••.••••••••••••.••••••••.••••••••.•.•••••••••• 32 

5. Extraction d' ADN ......................................................................................................... 34 

6. Analyse PCR. •••••••••••••••.•••.•.••••••.•.••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 34 

7. Analyse Southern •.••••.••••••••.••••.•••••....••••••••.•.••••••••••.•.••••••••.•••••••••••••.•••••••..•...•••••••••..••• 35 

8. Extraction d' ARN" .••••.••••••••••••••••••••••••••••.•••.••••••••••••••••••••••.•••.••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 35 



v 

9. RT -PCR. •••••••••••••••••••••••••.••••••••••••••••••••••••••.••••••••••.••••••.••••••.••••••••••••••••.•••••••.••••••••••••••••• 36 

10. Extraction des protéines totales de plantes ..••.•••••.•.•.•.•.....•••••.•..•..•••...•..•.•.......•••... 36 

ll.Analyse des protéines ...•••.......•..•...•....•.........•.•.....•.•••.•..••••••.......••.•....••••.•......•••••......• 37 

11. 1 Electrophorèse ••••••••.•••.•.•••••••••.•.••••••.•.•••••••••••.•.••••••.•.•.•.•••.•.•.•.•••••.••••••••••.•••••• 37 

1 1 2 Coloration au Bleu de Coomassie ................................................................... 37 

11.3 Transfert des protéines ................................................................................... 37 

11.4 Immunodétection •.••••••••••••••.••••••••••.•.•••.•••••••.•••.••••••••.•••••.•••.•••••••.•••.•.••••••••.••• 38 

RÉSULTATS (première partie) 

Expression de la VPg par l'utilisation du vecteur PVX 

1. Observation des symptômes .•......••.•......••••.......••••.........•.•.....••....•.....•........••........••••... 40 

1.1 Plantes infectées avec 1 'A.RN" ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 40 

1.2 Plantes infectées avec les particules virales ...................................................... 41 

2. Analyse moléculaire de l'expression de la VPg ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••.•••••••• 41 

2.1 Analyse RT-PCR ••••••••••••••••••••••.••••••••••••••••••••.•••••••••.•••••••••••.••••••••••••••••••••••••••• 41 

RÉSULTATS (deuxième partie) 

Plantes transgéniques pour le gène codant pour la VPg 

1. Sélection des transformants .•.•.•...•.••••..•....•.••.•.•.••••••••.....•••••....•••.•••.•..••••••.••..•••••••••••• 46 

2. Observation des sympt6mes •••••...•.••••••••...••.•.••.•••••••••••••••••.•••.••.•••••......•..••••..•..•••••.••••• 49 

3. Analyse moléculaire de la VPg •••••••••••••.•••••••••••••.••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 49 

3.1 Analyse de l' ADN ••••••••••••••••••••••••••••••••••.•.••••••••.••••••••••••••••••••.••••••••••••••••••••••••••••••• 49 

3.2 Analyse de l' A.RN" •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• so 
3.3 Analyse des protéines •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• Sl 



V1 

DISCUSSION (première partie) 

Expression de la VPg par l'utilisation du vecteur PVX ••••••••.•.•.•.••••••••••••••••.•.•••••.••••••• 59 

DISCUSSION (deuxième partie) 

Plantes transgéniques pour le gène codant pour la VPg •.•........•.•..•..•...•......•.•••••••••••. 63 

CONCLUSION ••••••••.••••.••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••.•••.••••••••••••••••• 69 

REMERCIEMENTS .•.••••.................•....•.•.••...•...............•••.•...•..............•••••...•....... - ...•.....• 71 

BIBLIOGRAPHIE ••.•••.••••••••••••••••••••.••••••••••••.••••••••••••.•••.•.•••••••••••••••••••••••.•.•••••.••••••••••••••••• 72 



VII 

LISTES DES TABLEAUX 

Tableau 1: Lignées résistantes provenant de trois lots de graines Bl, 82 et 83 ......... .48 



Figure 1: 

Figure 2: 

Figure 3: 

Figure 4: 

Figure 5: 

Figure 6: 

Figure 7: 

Figure 8: 

Figure 9: 

Figure 10: 

Figure 11: 

Figure 12: 

Figure 13: 

Figure 14: 

Figure 15: 

vm 
LISTES DES FIGURES 

Virus de la mosaïque du navet (TuMV) ................................................ .5 

Représentation schématique d'un ARNm type avec les protéines 
associées aux éléments régulateurs ........................................................ 11 

Le modèle co-dépendant de la traduction ............................................. 11 

Comparaison entre les niveaux d'expression du gène étranger 
produits par un transgène versus les niveaux d'expression produits 
par réplication autonome d'un vecteur viral... ...................................... l5 

Interaction de la protéine VPg avec la protéine eiF4E .......................... 18 

Le plasmide binaire Bin-Hyg-TX. ........................................................ 29 

Transformation des plantes d'Arabidopsis thaliana ............................ 31 

Sélection des transformants .................................................................. 33 

Plante deNicotiana benthamiana inoculée avec l'ARN PVX-GFP ..... 43 

Plantes de Nicotiana benthamiana inoculées avec l' ARN-PVX 
et avec l'ARN PVX-VPg ..................................................................... 44 

Réactions RT-PCR réalisées à partir de l' ARN de plantes de Nicotiana 
benthamiana présentant des symptômes ............................................ .45 

Plantes d'Arabidopsis thaliana transformées avec le gène 
codant pour la VPg ............................................................................... 52 

Phénotypes observés ches les plantes d' Arabidopsis thaliana de la 
génération T -3 transformées avec le gène codant pour la VPg ............ .53 

Phénotypes observés chez les plantes d'Arabidopsis thaliana de la 
génération T -1 transformées avec le gène codant pour la VPg .......... .... 54 

Analyse de type Southem des produits PCR réalisée à partir de 
l'ADN extrait des plantes d'A. thaliana présentant des 
symptômes atypiques .......................................................................... 55 



Figure 16: 

Figure 17: 

Analyse de type Southem des réactions RT-PCR réalisée à partir de 
l' ARN extrait de plantes d'A. thaliana représentant trois plantes 

IX 

atypiques provenant de trois lignées indépendantes .................... ..... ... 56 

Analyse des réactions RT -PCR réalisée à partir de 1 'ARN des 
plantes d'A.thaliana présentant des symptômes atypiques ................ 57 



4E-BP: 
6K: 
aa: 
ADN: 
ADNe: 
ARN: 
ARNt: 
ARNm: 
CaMV: 
CI: 
CP: 
DEPC: 
D.O. 
eiF: 
ELISA: 

GFP: 
GUS: 
HC: 
iso: 
j.a.l.: 
MS 
Nia: 
Pl : 
Pa: 
pb: 
PCR: 
Pol: 
Pro: 
plv: 
PVX: 
RNAse: 
RT: 
SDS-PAGE: 
T: 
Ti: 

LISTES DES ABRÉVIATION 

"4E-binding protein" (protéine de liaison au facteur eiF4E) 
protéine de 6kDa 
acide aminé 
acide désoxyribonucléique 
ADN complémentaire 
acide ribonucléique 
ARN de transfert 
ARN messager 
"cauliflower mosaic virus" (virus de la mosaïque du chou-fleur) 
"cy lindrical inclusion" (corps d'inclusion cylindriques) 
capside 
diéthyl pyrocarbonate 
densité optique 
facteur eucaryotique d'initiation de la traduction 
"enzyme-linked-immunosorbent assay" (épreuve d'immunodétection 
enzymatique) 
"green fluorescent protein" (protéine fluorescente verte) 
gène codant pour la B-glucuronidase 
"helper component" (protéine auxiliaire) 
iso forme 
jours après 1 'inoculation 
Murashige et Skoog 
corps d'inclusion nucléaires "a" 
protéine N-terminale 
Pascal 
paire de bases 
"polymerase chain reaction" (réaction de polymérisation en chaîne) 
polymérase 
protéase 
poids/volume 
"potato virus X" (virus X de la pomme de terre) 
ribonucléase 
transcription inverse 
"SDS-polyacrylamide gel electrophoresis" 
transformant 
"tumor inducing" (inducteur de tumeur) 

x 



TMV: 
TuMV: 
TVMV: 
U: 
UV: 
VPg: 

VPgPro: 
v/v: 

"tobacco mosaic virus" (virus de la mosaïque du tabac) 
"tumip mosaic virus" (virus de la mosaïque du navet) 
"tobacco vein mottling virus" (virus de la veine mouchetée du tabac) 
Unité 
Ultraviolet 

XI 

"viral protein genome-linked" (protéine virale liée de façon covalente à 
l'ARN) 
protéine virale à activité protéase 
volume/volume 



INTRODUCTION 



2 

La VPg ("Virus Protein linked to the genome") est une protéine virale qui se lie de 

façon covalente à l'extrémité 5' du génome du TuMV ("Turnip Mosaic Virus"). Les 

travaux effectués au laboratoire utilisant le système double-hybride ont démontré que la 

VPg interagit avec une protéine de l'hôte: la protéine eiF4E. Cette protéine lie la structure 

coiffée retrouvée en 5' des ARNm. Elle est un élément clé dans l'initiation de la traduction 

des ARNm. Surexprimée, elle provoque la transformation cellulaire et sous-exprimée, elle 

entraîne un ralentissement de croissance des cellules de mammifère. Notre hypothèse veut 

que la liaison de la VPg à la protéine eiF4E diminue l'activité de celle-ci et une nouvelle 

population d' ARNm serait traduite. On obtiendrait ainsi des phénotypes différents chez 

la plante exprimant la VPg. 

Pour démontrer notre hypothèse, nous avons utilisé deux systèmes d~expression: 

le vecteur viral PVX et les plantes transgéniques. 

Nous avons infecté des plantes de Nicotiana benthamiana avec des transcrits 

d' ARN du vecteur PVX contenant le gène VPg et avec des transcrits du vecteur PVX seul. 

Dix jours après l'inoculation, toutes les plantes montraient des signes d'infection. 

L'analyse des plantes par RT-PCR nous révéla par contre que le vecteur PVX délétait le 

gèneVPg. 

Comme alternative~ nous avons travaillé avec des plantes transgéniques 

d'Arabidopsis tha/iana. Ces plantes ont été transformées à l'aide d'une suspension 

bactérienne contenant le gène VPg inséré dans le plasmide Ti. Ce plasmide contient un 

gène de résistance à l'hygromicine permettant la sélection des plantes transformées. Les 

plantes résistantes présentant des symptômes atypiques (retard de croissance, rosette 

feuillue et difforme, plantes naines, système racinaire peu développé) ont été analysées 

pour leur contenu en ADN et en ARN. Nous avons montré par PCR que toutes les 

plantes sélectionnées contenaient le gène et le messager VPg. 

Nous avons alors certaines évidences qui supporte notre hypothèse voulant que la 

VPg exprimée chez la plante entraîne un changement phénotypique, possiblement en 

modifiant la programmation de la traduction des ARNm cellulaires. 
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1. Les virus de plante 

Les virus sont des éléments génétiques qui dévient les processus cellulaires d'un 

hôte pour leur propre reproduction. Le matériel génétique des virus végétaux peut être de 

l' ARN simple ou double brin, ou de l'ADN simple ou double brin. Durant son stage 

extracellulaire, le génome viral est habituellement protégé par une capside protéique. La 

plupart des infections virales végétales sont disséminées par des insectes prédateurs de la 

plante (Camirand, 1989). 

Les potyvirus, apparentés au supergroupe des picomavirus, représentent le plus 

grand et le plus important groupe de virus infectant les plantes. Ils engendrent des pertes 

économiques importantes pour l'agriculture. Il y a presque 200 espèces reconnues 

appartenant à ce groupe ou qui sont possiblement membre de ce groupe (Bamet, 1992~ 

Shukla et al., 1994). Les potyvirus sont génémlement constitués de particules 

filamenteuses de 680 à 900 nm de long par 12 à 15 nm de diamètre. 

Le génome est constitué d'une molécule d' ARN simple brin d'environ 8,500 à 

9,800 nucléotides encapsidé dans une enveloppe protéique (Bamet, 1992; Shukla et al, 

1994). Cet ARN est polyadénylé à son l'extrémité 3' et lié a une protéine à son extrémité 

5': la protéine VPg. Le virion en poids est constitué approximativement de 5% d'ARN et 

95% de protéines. Au cours de l'infection, les potyvirus forment des corps d'inclusion 

dans le noyau et le cytoplasme des cellules végétales. 

2. Le Virus de la mosaïque du navet (TuMV) 

Le virus de la mosaïque du navet a un spectre d'hôtes très large, il infecte les crucifères 

(navet, chou-fleur, brocoli, canota etc.). Il provoque l'apparition de mosarques (alternance 

de taches claires et foncées sur les feuilles), la déformation des feuilles, une diminution de 

croissance de la plante ainsi que la formation de corps d'inclusions (Wittmann et al, 

1997). Il est le deuxième en importance pour les pertes causées par les virus 
























































































































































