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Figure 4. Génotypage des plantes Col sauvages et mutantes pour les gènes eIFiso4E et/ou eIF4G A: Schémas illustrant

les séquences génomiques des gènes eIFiso4E et eIF4G . Le transposon inséré dans la séquence de eIFiso4E et le T-DNA

inséré dans la séquence de eIF4G sont représentés sous forme d’un triangle bleu. Le T-DNA qui figure en pointillé représente

la construction utilisée pour le double mutant eifiso4e x eif4g, le T-DNA en trait plein montrant la construction utilisée pour le

simple mutant eif4g. Les amorces décrites dans le tableau 4 sont représentées par des flèches. B : détection des mutations dans

les gènes eIFiso4E et eIF4G par RT-PCR. 3 plantes sont testées pour chaque lignée mutante. Le gène APT est utilisé comme

contrôle. Les ADNc eIFiso4E et eIF4G sont amplifiés avec les couples d’amorces Z91F/Z91R (695pb) et Z2343/Z2344

(580pb) respectivement. C: Vérification de l’insertion du T-DNA et du transposon dans les gènes d’intérêt. 3 plantes sont

testées pour chaque lignée mutante. Pour chacune de ces plantes, la présence du gène (g) et la présence du T-DNA/Transposon

(t) est vérifiée. Les couples d’amorces utilisés sont Z2836/Z2835 (eIFiso4E, 800pb), Z2835/Z524 (bordure gauche de

transposon, 600pb); Z2342/2341 (eIF4G, 1100pb), Z2342/358 (bordure gauche du T-DNA, 600pb ou 300pb).
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clairement visualisable par la couleur verte de la GFP qui masque l'auto-fluorescence de la

chlorophylle en rouge. Néanmoins, bien qu'observable sur le tabac, la propagation en

systémique du virus n'a pu être observée sur aucune plante d'A.thaliana, même au bout de

vingt jours.

3-2-2 Discussion

L'ensemble des tests menés sur arabidopsis avec le TEV n'a pas été concluant. Les

fortes valeurs de DO des contrôles positifs du test ELISA (plants de Tabac inoculés par le

TEV) permettent d'écarter un problème lié au test ELISA. Il est donc probable que l'échec du

test d'infection avec le TEV soit du à la souche de TEV utilisée (souche HAT, choisie car

correspondant à la construction TEV-GFP utilisée), qui ne se multiplie pas assez bien sur

arabidopsis. Un nouveau test sera réalisé sur les mêmes génotypes, avec une autre souche de

TEV, la souche TEV-69S, supposée mieux infecter arabidopsis. Il sera envisageable aussi de

mener une double inoculation des plantes à quelques jours d'intervalles.

Cependant, à partir du test mené sur la ségrégation eifiso4e fonds rtm1 inoculée avec du TEV-

GFP, nous pouvons conclure d'une part que le TEV infecte les plantes sauvages

eIFiso4E/eIFiso4E en systémique dans un fond muté rtm1. D'autre part, les résultats de ce test

permettent de confirmer que les plantes eifiso4e x rtm1 semblent bien résistantes au TEV.

Bien qu'il faille confirmer ces résultats, il semble que ce matériel végétal pourra bien être

utilisé dans la perspective d'y introduire le facteur eIF4E1 de piment.

L'utilisation du TEV-GFP dans le but d'observer la propagation en systémique du virus

est à revérifier. En effet, le virus est détectable par méthode ELISA mais pas par GFP. Il est

possible que le seuil de détection de la GFP soit trop faible pour l’œil nu, mais que la GFP soit

observable sous loupe binoculaire ou microscope confocal. Il est probable également que la

GFP ait pu être excisée du génome du virus lors de la propagation vers les feuilles juvéniles

(celles-ci étant rouges et non pas vertes dans le tabac infecté par du TEV-GFP) puisque le

virus descend d'abord dans les racines avant de remonter vers les feuilles. Pour cela,

l'expérience devra être répétée et dans le cas où la GFP n'est toujours pas visualisable sur

arabidopsis, la présence de la GFP dans le génome du virus devra être vérifiée par RT-PCR.
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4-Conclusions

L'étude des facteurs d'initiation de la traduction dans la recherche de résistance au

TuMV contournant E116Q a conduit à tester la combinaison de mutation eifiso4e x eif4g

chez A.thaliana.

La sensibilité des plantes doubles mutantes eifiso4e x eif4g au TuMV CDN1 est un

résultat inattendu dont l'hypothèse principale serait que la formation d'un complexe hybride

eIF4F/eIFiso4F permettrait au virus de se multiplier sur des plantes ne possédants par les

facteurs eIFiso4E et eIF4G. Les mutations de facteurs d'initiation de la traduction eIFiso4E et

eIf4G modifieraient la balance d'expression des autres facteurs du complexe. Néanmoins,

pour tester cela, l'équipe de C.Caranta est dans l'attente de l'obtention d'anticorps anti-eIF4E1,

eIF4E2 (eIF4E3 possédant une séquence trop proche d'eIF4E2, son anticorps ne sera pas

développé) et anti-eIFiso4E.

L'étude du double mutant eifiso4e x eif4g dans la recherche de résistance au TuMV est

la première étape d'un plus vaste projet, visant à combiner différentes mutations dans les

complexes 4F et iso4F dans le but d'élargir les spectres de résistance au potyvirus. Cette étude

est cependant limitée par la létalité des plantes que certaines mutations peuvent entrainer sur

A.thaliana, comme la combinaison eifiso4e x eif4e1 (données non publiées).

Dans le cadre de l'étude des mécanismes d'infection par le TEV chez A.thaliana, le

matériel végétal eifiso4e x rtm1 a été testé.

Bien que le bilan obtenu dans le second axe de recherche ne soit concluant, les

résultats des différents tests n'excluent pas la possibilité d'utilisation du TEV-GFP afin de

visualiser la progression en systémique du virus chez A.thaliana. De plus, même si les

résultats doivent être confirmés, il semble que le matériel végétal testé soit utilisable pour

permettre l'introduction du facteur eIF4E1 de piment et approfondir la compréhension du

mécanisme d'infection du TEV.
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