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Résumé &mdash; En Tunisie, le virus Y de la pomme de terre (PVY) occasionne des pertes importantes sur la production des
cultures maraîchères, en particulier le piment. Le séquençage de la région 3’ non codante (3’NTR) et de la région codant
pour la protéine capside (CP) de 2 isolats de PVY d’origine piment et d’un isolat d’origine pomme de terre semble indi-
quer une corrélation entre les manifestations symptomatologiques de ces isolats et leurs propriétés moléculaires. La
structure secondaire potentielle de l’ARN viral au niveau de la région 3’NTR montre des différences entre les 3 isolats.
L’analyse de la séquence de la région codant pour la protéine capside suggère qu’un phénomène de recombinaison
serait à l’origine de l’isolat d’origine piment PVY-P21.

PVY / 3’NTR / structure secondaire / capside

Summary &mdash; Sequence polymorphism in the 3’-NTR and the CP protein of 3 Tunisian isolates of the potato
virus Y. In Tunisia, potato virus Y (PVY) causes yield losses, particularly on pepper cultures. Sequence analysis from
the 3’-non-translated region (3’-NTR) and from the coat protein coding region (CP) of 2 PVY isolates from pepper
and 1 from potato are in agreement with the biological classification. Potential RNA secondary structure analysis of the
3’-NTR region revealed additional differences between isolates. Phylogenetic analysis of these 3 sequences suggests
that 1 isolate (PVY-P21) might have emerged through a recombination process.

PVY / 3’-NTR / secondary structure / CP

INTRODUCTION

En Tunisie, l’agriculture occupe une place de
choix dans l’économie du pays. La production
des cultures maraîchères a été marquée, ces

* 

Correspondance et tirés à part

dernières années, par une baisse considérable
due aux maladies d’origine cryptogamique et
virale. Le principal agent viral, le virus Y de la

pomme de terre (PVY), est le membre type du
groupe des potyvirus, le plus important des virus



végétaux avec plus de 180 membres (Brunt,
1992). Le génome de ce groupe est constitué
d’un ARN simple brin positif d’environ 10 Kb,
polyadénylé en 3’ (Hari, 1981) est lié en 5’ de

manière covalente à une protéine (VPg) (Hollings
et Brunt, 1981).

Les systèmes de traduction in vitro et la déter-
mination des séquences nucléotidiques ont mon-
tré l’existence d’une seule phase de lecture
ouverte (ORF) conduisant à la synthèse d’un pré-
curseur polyprotéique d’environ 3 000 acides
aminés. Ce précurseur est clivé par cascade
autocatalytique pour générer 7 à 8 protéines
virales (Carrington et Dougherty, 1987 ;
Carrington et al, 1989; Verchot et al, 1991 ;
Riechmann et al, 1992).

L’identification et la classification des potyvi-
rus reposent essentiellement sur la sérologie et
sur la symptomatologie. La gamme d’hôtes du
PVY est constituée principalement de solana-
cées. Chez la pomme de terre, 3 groupes de
souches ont pu être définis d’après la sympto-
matologie sur le tabac, la pomme de terre et sur
d’autres plantes hôtes (De Bokx et Huttinga,
1981 ; Le Romancer et al, 1994). Par ailleurs,
Gébré Sélassié et al (1985) ont défini plusieurs
pathotypes chez les populations virales inféo-
dées au piment. Toutefois, la richesse du groupe
ainsi que sa complexité ont engendré de nom-
breux problèmes de classification pour l’attribu-
tion des groupes et des pathotypes à des isolats
donnés (Francki, 1983; Francki et al, 1985). Ces
problèmes sont dus essentiellement à l’absence
de corrélation entre les propriétés biologiques et
les relations sérologiques (Francki, 1983).
Actuellement, l’analyse des relations phylogéné-
tiques déduites à partir de l’étude des

séquences nucléotidiques et d’acides aminés
peut conduire à une classification moins contro-
versée.

La comparaison des séquences de la protéine
capside de 17 souches de 8 potyvirus différents
a montré un pourcentage d’homologie entre diffé-
rents potyvirus compris entre 38 et 71 % ; en
revanche entre souches d’un même virus l’homo-

logie est de l’ordre de 90 à 99% (Shukla et Ward,
1988).

L’analyse biologique de 21 isolats tunisiens de
PVY collectés sur les cultures de piment
(Fakhfakh et al, 1994) a permis de les répartir en
3 groupes :
&mdash; un groupe A dont le représentant (un seul iso-
lat) s’attaque à toutes les variétés de piment sen-
sibles et tolérantes mais pas à la variété résistan-
te CM334.

&mdash; Un deuxième groupe B (14 isolats) s’attaquant
uniquement aux variétés sensibles et induisant
des mosaïques et des liserés de nervures.
&mdash; Un troisième groupe C (6 isolats) s’attaquant
également uniquement aux variétés de piment
sensible et montrant, en plus des symptômes
observés chez les isolats du groupe B, des
nécroses.

Dans la nomenclature proposée par Gébré
Selassié et al (1985), le groupe A correspond au
pathotype PVY-1, les groupes B et C correspon-
dent au pathotype PVY-0.

La séquence des régions 5’ non codante
(5’NTR) et de la protéine P1 de 3 isolats tuni-
siens (PVY-P21, PVY-P2, PVY-Tu) a été déter-
minée et comparée 2 à 2 avec celle de plusieurs
autres isolats de PVY (Marie-Jeanne Tordo et al,
1995). Le pourcentage d’identité nucléotidique de
la région 5’NTR et le pourcentage de similarité
en acides aminés de la protéine P1 ont permis
de distinguer 3 groupes phylogénétiques. Les
isolats tunisiens constituent, avec d’autres isolats
d’origine méditerranéenne collectés sur piment et
sur pomme de terre, un seul groupe.

Le présent travail consiste à analyser, chez 3
isolats tunisiens, les séquences de la région
codant pour la protéine de la capside et celle de
la région 3’ NTR. Cette analyse est entreprise en
raison de l’importance de la protéine capsidiaire
qui est le déterminant majeur des relations séro-
logiques. Cette protéine, multifonctionnelle, inter-
vient dans le maintien de la structure de la parti-
cule virale et son encapsidation (Shukla et Ward,
1989), dans la vection par les aphides grâce à la
présence du motif DAG (Asp-Ala-Gly) situé dans
le domaine N terminal (Atreya et al, 1991) ainsi
que dans les mouvements de cellule en cellule

(Dolja et al, 1995).
La région 3’ non codante des potyvirus, riche

en A et U est une région assez variable en taille
et en séquence (Lain et al, 1988 ; Frenkel et al,
1989 ; Turpen, 1989). Elle se termine par la
queue poly(A) codée par le génome viral (Dolja
et Carrington, 1992). Cette région 3’NTR est
impliquée dans l’initiation de la synthèse du brin
négatif d’ARN (Bryan et al, 1992 ; Dolja et
Carrington, 1992), ainsi que dans la sévérité de
l’expression des symptômes (Rodriguez-Cerezo
et al, 1991).

Par ailleurs, au niveau de cette région 3’NTR,
une différence de séquences assez significative
a permis de discriminer entre les divers potyvi-
rus, d’une part, et entre les souches d’un même
virus, d’autre part (Frenkel et al, 1989). Les résul-
tats obtenus pour les isolats tunisiens sont discu-



tés en relation avec certaines différences symp-
tomatologiques.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Matériel biologique

Hôtes de multiplication du PVY

Les isolats tunisiens de PVY collectés sur la variété
tunisienne de piment sensible «Beldi» ont été multi-
pliés, après inoculation mécanique en présence d’un
abrasif (carborundum), sur les variétés de tabac sui-
vantes : Nicotiana tabacum var xanthi, N glutinosa et N
occidentalis.

Isolats viraux utilisés

Les 3 isolats tunisiens de PVY analysés sont :
&mdash; PVY-P2 du groupe B qui induit des mosaïques et
des liserés de nervures sur les variétés de piment sen-
sible Beldi et Anaheim ;
&mdash; PVY-P21 du groupe C qui provoque, en plus des
symptômes sus-cités, des nécroses ;
&mdash; PVY-Tu, un isolat prélevé sur pomme de terre mais
qui ne provoque aucun symptôme sur les variétés de
piment sensible Beldi et Anaheim (Fakhfakh et al,
1994).

Chacun de ces isolats a été cloné biologiquement
suite à au moins 2 passages successifs sur

Chenopodium amaranticolor.

Méthodes

Purification du PVY

Le virus a été purifié selon le protocole de Dougherty
et Hiebert (1980) avec quelques modifications. En
effet, après précipitation au PEG 6000, le culot renfer-
mant les particules virales est remis en suspension
dans le tampon Hepes 20 mM pH 7,5 et laissé sous
agitation lente à 4°C durant une nuit. Après clarifica-
tion, les virions sont reprécipités par centrifugation à
110 000 g pendant 2 h. Le culot viral, repris dans le
tampon Hepes 20 mM, EDTA 2 mM est soumis à une
centrifugation à 35 000 rpm dans le rotor SW40 sur
gradient de saccharose 10-40% pendant 2 h à 4°C.
Après fractionnement (ISCO), la bande virale est
diluée dans le tampon Hepes/EDTA. Les virions sont
centrifugés et le culot repris dans de l’eau stérile.

Extraction de l’ARN viral

L’ARN viral est extrait en ajustant la solution virale à
1 mg/ml de protéinase K et 1% de SDS. Après extrac-

tion au phénol/chloroforme et précipitation à l’éthanol,
l’ARN viral est remis en suspension dans de l’eau sté-
rile.

Synthèse d’ADNc des régions capside
et 3’NTR

Le premier brin d’ADNc capside a été synthétisé
grâce à la transcriptase réverse du virus de la myélo-
blastose aviaire (AMV-TR, Boehringer) en initiant sur
l’ARN viral avec un oligonucléotide anti-sens (A),
complémentaire des nucléotides 9400-9418 de la
séquence de la souche PVYn-Fr (Robaglia et al,
1989). La synthèse du second brin d’ADNc se fait par
amplification enzymatique in vitro (PCR) en utilisant la
Taq DNA polymérase (Promega), l’oligo anti-sens (A),
ainsi que l’oligo sens (B) complémentaire aux nucléo-
tides 8504-8522 de la séquence de la souche PVYn-
Fr.

&mdash; Oligo antisens (A) : 5’ GCATATGTAAATACTTA 3’.
&mdash; Oligo sens (B) : 5’ GCCTTCACTGAAATGAT 3’.

La région 3’NTR a été amplifiée grâce à l’oligo sens
(B) décrit précédemment et l’oligo (C) comprenant 6
nucléotides complémentaires aux 6 derniers nucléo-
tides du PVY suivis de 15 thymidines :
&mdash; oligo (C) : 5’ TTTTTTTTTTTTTTTGTCTCC 3’.

La réaction de polymérisation en chaîne (PCR) a
été réalisée dans un thermocycler Perkin Elmer selon
les conditions suivantes : 2 cycles (94°C 1 mn, 37°C
1 mn, 72°C 2mn), 28 cycles (94°C 1 mn, 45°C 1 mn,
72°C 2 mn) et 1 cycle (94°C 1 mn, 45°C 1 mn, 72°C
10 mn).

L’ADNc correspondant à la région capside a été
cloné dans le vecteur pBluescript (Stratagene) selon la
méthode de Marchuk et al (1990).

Séquençage

Pour séquencer la totalité de l’ADNc capside, des
sous-clones ont été obtenus par la méthode des délé-

tions séquentielles (Steggles, 1989). Le séquençage
de ces sous-clones dans un séquenceur automatique
(Applied Biosystem) a été réalisé selon la méthode
enzymatique (Sanger et al, 1977) en utilisant le kit

«Dye Primer». L’ADNc correspondant à la région
3’NTR a été séquencé directement à partir des pro-
duits d’amplification PCR en utilisant le kit «Dye
Terminator» (Applied biosystem).

La séquence des isolats tunisiens a été comparée
avec celle de 6 autres isolats de PVY au niveau de la

région 3’ NTR (tableau I) et 7 au niveau de la région
capside (tableau II). Les comparaisons et les aligne-
ments de séquences en nucléotides et en acides
aminés, les cartes de restriction ainsi que les struc-
tures secondaires ont été établis grâce aux pro-
grammes Seqed, Map, Translate, Gap, Pileup et Fold
disponibles dans le serveur GCG (Genetic Computer
Group) de l’INRA de Versailles (Devereux et al,
1984).



RÉSULTATS ET DISCUSSION

Comparaison des séquences de la région
3’NTR

L’alignement de séquences des régions 3’NTR
(fig 1) permet de mettre en évidence certaines dif-
férences entre les isolats tunisiens. En effet, l’iso-
lat PVY-P2 se distingue des 2 autres par les sub-
stitutions en position 83, 110, 181, 215 et 247.
L’isolat PVY-P21 se caractérise par une insertion

en position 13 et l’isolat PVY-Tu présente par rap-
port aux autres une délétion en position 14.

Afin de définir des critères moléculaires per-
mettant d’évaluer le polymorphisme entre les iso-
lats tunisiens, les séquences de la région 3’NTR
ont été comparées à des séquences d’isolats de
PVY disponibles dans les banques de données
(tableau I).

Le pourcentage d’identité en nucléotides a
permis de distinguer 2 groupes au niveau du
dendrogramme produit par le programme Pileup
(fig 2). Le groupe (I) est constitué par les 3 iso-
lats tunisiens, qui présentent entre eux une

homologie de l’ordre 99% ; le groupe (II) est
constitué d’isolats du type O et du type N dont
l’homologie intragroupe varie entre 93 et 99%.
Cette analyse montre que les 3 isolats tunisiens
sont regroupés, suggérant, comme pour les
régions 5’NTR et P1, qu’ils auraient une origine
commune (Marie-Jeanne Tordo et al, 1995).
Dans cette comparaison, la souche PVYn-Fr pré-
sente le plus faible niveau d’homologie
(86-89%).

L’étude, par le programme Fold (GCG), de la
structure secondaire potentielle de l’ARN des iso-
lats tunisiens au niveau de cette région 3’-NTR
suggère la présence respectivement de 5, 4 et 3
structures «tige-boucle» pour les isolats PVY-
P21 (fig 3), PVY-Tu et PVY-P2. La séquence de
la boucle I (AUAUGCA), située en position 40&mdash;42
à partir du codon stop, caractéristique du groupe
O (Van der Vlugt et al, 1993), est strictement la
même pour les 3 isolats. La séquence des
boucles II (UUUCG) et III (UUUUG) situées res-
pectivement en position 134 et 241-243 est iden-
tique chez les isolats PVY-P21 et PVY-Tu.
L’isolat PVY-P2 présente des structures tige-
boucle II et III différentes de celles des autres
isolats conduisant à une structure secondaire



totalement différente. La boucle IV située en

position 296-302 est absente chez l’isolat PVY-
P2. La boucle V située en position 313 n’est pré-
sente que chez l’isolat PVY-P21.

Le rôle des structures «tige-boucle» de la
région 3’NTR a été démontré dans les interac-
tions spécifiques entre l’ARN viral et la protéine
capsidiaire chez le phage R17 (Carey et al,
1983), dans la transactivation de la protéine «tat»
chez le virus de l’immunodéficience humaine

(HIV) (Feng et Holland, 1988), et dans l’induction
des symptômes caractéristiques de l’infection
virale chez le TVMV (Rodriguez-Cerezo et al,
1991). Chez les isolats tunisiens, la structure

secondaire potentielle de la région 3’NTR ainsi
que la séquence de ses boucles semblent donc
être impliquées dans l’expression des symp-
tômes, ce qui pourrait expliquer l’apparition de
nécroses sur les variétés de piment sensible

Beldi et Anaheim, uniquement suite à l’infection
par l’isolat PVY-P21 (Fakhfakh et al, 1994).

Analyse des séquences de la région capside

Les séquences nucléotidiques des 3 isolats tuni-
siens ont été déterminées (fig 4). La comparai-
son de ces séquences montre que l’isolat PVY-
P21 se distingue des 2 autres isolats par 50 sub-
stitutions dont la position est indiquée par un
astérisque. L’isolat PVY-Tu se distingue des
autres isolats par 2 substitutions en position 630
et 705. Le nucléotide en position 615 est différent
chez les 3 isolats. Par ailleurs, parmi les sites de
restriction polymorphes (17 enzymes de restric-
tion impliquées), seule l’enzyme Bsrl possède un
site de coupure au niveau de la séquence des
isolats tunisiens sur piment (PVY-P2 et PVY-







P21) mais pas au niveau de la séquence de l’iso-
lat tunisien d’origine pomme de terre (PVY-Tu).

Pour déterminer l’importance de ces change-
ments nucléotidiques, les séquences en acides
aminés de la protéine capside ont été déduites
(fig 5). Ces séquences ont été comparées à
celles de 6 autres isolats de PVY (tableau II).

L’étude comparative de la structure primaire
de la protéine de la capside, prédite à partir de la
séquence nucléotidique de tous les isolats, fait

apparaître l’existence de domaines conservés et
de domaines variables. Chez les 9 isolats com-

parés, la protéine capsidiaire est constituée de
268 résidus et le motif DAG impliqué dans la
transmission par les pucerons est conservé.

Toutes les séquences commencent par le motif
consensus du PVY déterminé par plusieurs
auteurs A/G,NDTIDAG... (Shukla et al, 1986 ;
Robaglia et al, 1989 ; Rybicki et Shukla, 1992).
D’autre part, les résultats obtenus montrent que
pour les 3 isolats tunisiens, la séquence de la
protéine capsidiale commence par le résidu (A),
ce qui est en corrélation avec l’appartenance de

l’isolat PVY-Tu au groupe O, comme il a été

montré par Van der Vlugt et al (1993). Nos résul-
tats montrent que la protéine capsidiale des iso-
lats d’origine piment appartenant au pathotype 0
commence également par le résidu A. Il est

important également de remarquer la présence
dans la séquence en acides aminés de l’isolat
PVY-P21, de 13 changements par rapport à
celles des 2 autres isolats tunisiens.

La comparaison de la structure primaire de la
protéine capsidiaire avec celles d’autres isolats
décrits dans la littérature permet de distinguer, au
niveau du dendrogramme, 3 groupes selon le
degré de similarité en acides aminés (fig 6). Le
premier groupe comprend uniquement des isolats
du type N. Le second rassemble les 2 isolats tuni-
siens PVY-Tu et PVY-P2, alors que dans le troi-
sième, plus hétérogène, on remarque la présence
d’isolats de différentes classification biologiques
(type N et type O en même temps). Dans ce troi-
sième groupe figure l’isolat PVY-P21, classé dans
le pathotype 0, qui n’est plus associé aux 2 autres
isolats tunisiens. Un dendrogramme de même
allure a été obtenu à partir de l’alignement global



des séquences nucléotidiques (résultat non indi-
qué). L’ensemble de ces données suggère qu’un
phénomène de recombinaison entre un isolat
tunisien et un autre isolat de PVY serait à l’origine
de l’isolat PVY-P21. Dans ce cadre, le fragment
transféré devrait couvrir les nucléotides allant de
la position 24 jusqu’à la position 582 de la région
codant pour la protéine capside.

Le phénomène de recombinaison a été proposé
par Goldbach (1992) pour expliquer l’origine de
plusieurs variants de Potyviridae. De plus, en
comparant la séquence de plusieurs isolats de
PPV (plum pox virus), il a été montré que la région
C-terminale de la protéine Nlb et N-terminale de la

protéine capside de l’isolat PPV-o6, proviendrait
de la recombinaison entre 2 isolats sauvages de

PPV (Cervera et al, 1993). Une situation analogue
a été signalée chez des isolats de PVY d’origine
pomme de terre. C’est le cas par exemple de la
souche PVYn-Fr qui, sur la base de ses carac-
tères biologiques et sérologiques est classée dans
le groupe N, alors que, sur la base de la séquence
de la région capside, elle est classée dans le grou-
pe O. Il semble donc que les variations régissant
l’évolution de ces isolats peuvent être soit «grou-
pe-spécifique» (N,O), soit «souche-spécifique»
quand elles se produisent au sein du même grou-
pe (Van der Vlugt et al, 1993).



CONCLUSION

Lors d’une étude précédente, 3 isolats tunisiens
ont été classés sur la base d’une analyse biolo-
gique (Fakhfakh et al, 1994) et d’une analyse
moléculaire des régions 5’NTR et de la protéine
P1 (Marie-Jeanne Tordo et al, 1995). Nous
avons poursuivi cette étude en analysant les 2
régions 3’NTR et capside.

Les résultats obtenus pour la région 3’NTR
sont en accord avec la classification biologique
ainsi qu’avec les résultats obtenus lors de l’étude
moléculaire au niveau des régions 5’NTR et la
protéine P1. Ils confirment l’origine géographique
commune des 2 isolats tunisiens d’origine piment
et leur appartenance au pathotype 0 et de l’isolat
tunisien d’origine pomme de terre appartenant au
groupe O.

Les différences observées au niveau des

structures secondaires potentielles de la région
3’NTR du génome, montrant des structures
tige-boucle, pourraient expliquer les différences
symptomatologiques entre les 2 isolats inféodés
au piment, en l’occurrence, les nécroses qui ne
sont observées que lors de l’infection par l’isolat

PVY-P21.

Les différences de séquence au niveau de la
région capside de l’isolat PVY-P21 par rapport
aux 2 autres isolats tunisiens suggèrent qu’un
phénomène de recombinaison au niveau de cette
région serait à l’origine de cet isolat. Ce dernier
pourrait également provenir de l’un des 2 autres
isolats suite à l’accumulation de mutations ponc-
tuelles. Enfin, l’hypothèse que cet isolat soit intro-
duit directement par les tubercules de pomme de

terre n’est pas exclue.

L’isolat PVY-P2 aurait, quant à lui, divergé de
l’isolat PVY-Tu suite à l’accumulation de cer-

taines mutations principalement au niveau de la
région 3’NTR.

Afin de confirmer ces hypothèses, il serait

nécessaire d’explorer la totalité du génome de
ces 3 isolats et d’analyser les effets patholo-
giques dus aux échanges de fragments entre les
ADNc de ces 3 isolats. Par voie de conséquence,
l’obtention d’un ADNc infectieux correspondant à
la totalité du génome constitue une des priorités
de nos recherches ultérieures.
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