N

N

L’ARN satellite du virus de la mosaique du concombre
II. Etude de la relation virus-ARN satellite chez divers
hoétes

Mireille Jacquemond, Jean-Paul Leroux

» To cite this version:

Mireille Jacquemond, Jean-Paul Leroux. L’ARN satellite du virus de la mosaique du concombre II.
Etude de la relation virus-ARN satellite chez divers hotes. Agronomie, 1982, 2 (1), pp.55-62. hal-
00884352

HAL Id: hal-00884352
https://hal.science/hal-00884352

Submitted on 11 May 2020

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.science/hal-00884352
https://hal.archives-ouvertes.fr

Agronomie, 1982, 2 (1), 55-62.

L’ ARN satellite du virus de la mosaique du concombre
II. Etude de la relation virus-ARN satellite
chez divers hotes

Mireille JACQUEMOND & Jean-Paul LEROUX

LN.R.A., Swation de Pathologie végétale, Cenire de Recherches d’Avignon, F 84140 Montfavet.

RESUME

Virus de la mosaique du
concombre,

ARN satellite,
Interférence,

Réduction de symptomes.

Le lien entre la présence d’ARN-5 (ARN satellite) dans un inoculum de VMC et le développement dc la
nécrose Iétale chez la tomate a conduit & utiliser le « test nécrose » au cours de I'étude des propriétés
biologiques de plusieurs isolats d’ARN satellite.

Une dose de 5 X 107* ug/ml (dose minimale) d’ARN-5 est requise pour que sa réplication soit assurée en
présence du génome viral. A des concentrations inférieures, sa synth¢se devient aléatoire.

Plusieurs souches de VMC, a l'origine dépourvues d’ARN satellite, peuvent assurer la synthése d’ARN-5 de
provenances différentes, méme s’il est présent en concentration faible dans I'inoculum. La quantité d’ARN-5
produit est déterminée par la nature du génome viral, par celle de PARN-5 et également par la nature de
I'espece hote utilisée pour la propagation du virus.

Divers hotes du VMC permettent la synthése de PARN-5 présent a la dose minimale dans I'inoculum, mais
avec des efficacités variables sclon I'espéce considérée. Les Solanacées sont des hotes plus propices a la
multiplication de ’ARN satellite que les Cucurbitacées.

La présence &’ ARN-5 dans un isolat, qui se traduit par une importante diminution de la synthése des ARN du
génome, provoque, chez plusieurs hotes du virus, une nette réduction des symptémes comparativement a
ceux qui sont obtenus aprés infection par le génome viral seul.

SUMMARY

Cucumber mosaic virus,
Satellite RNA,
Interference,

Reduction of symptoms.

Cucumber mosaic virus-associated RNA-5
II. Virus-satellite RNA relationships in various host plants

The correlation between the presence of RNA-5 in a CMV inoculum and the development of lethal necrosis
on tomato plants has led to the use of the « necrosis test » for studying some biological properties of scveral
satcllite RNA isolates.

A concentration of 5 X 107* ug/ml (minimal dose) of RNA-5 is necessary for optimal replication when added
to viral genome. At lower concentrations, its synthesis is unpredectable.

Several CMV strains free of satellite RNA can support the synthesis of RNA-5 isolated from other strains,
even if it is present in very low quantity in the inoculum. The amount of satellite RNA recovered is
determined by the helper strain, the RNA satellite isolate and the host plant on which the virus is propagated.
Various hosts susceptible to CMV allow RNA-5 synthcsis from the minimal inoculum, but with differcnt
efficiencies according to the species. The capacity to produce RNA-5 is better on Solanaccaec than on
Cucurbitaceae.

The presence of RNA-5 in an isolate greatly reduces viral RNA replication and provokes, in several plant
species, a conspicuous reduction of disease symptoms, in comparison with those obtained after infection by
the genome alonc.

I. INTRODUCTION

L’ARN satellite du VMC a fait 'objet de nombreuses
études ces derniéres années. Les travaux poursuivis aux
U.S.A., en Australic, en France et au Japon suggérent
Iexistence de 3 types d’ARN satellite sclon des critéres
biologiques et structuraux.

L’ARN-5, ou CARNA-5, a été mis en évidence dans les
nucléoprotéines du virus par KAPER et al. (1976). Des
études a caractére biochimique ont permis de confirmer sa
nature satellite (D1AZ-RUIz & KAPER, 1977 ; LOT et al.,

1977) et d’établir pour la souche D, la séquence complete
(RICHARDS et al., 1978). 1l a par ailleurs été établi que les
ARN-5 isolés de différentes souches de virus poss¢dent des
structures primaires trés voisines (KAPER & TOUSIGNANT,
1978 ; RICHARDS et al., 1978). Ils peuvent étre répartis en
2 groupes selon le faci¢s maladif développé par des tomates
(Lycopersicon esculentum Mill.) infectées par des inoculums
les contenant :

— ARN-5 de type D: son association au génome viral
provoque la modification totale de la réponse systémique de
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la tomate qui extériorisc un syndromc nécrotique létal
caractéristique (KAPER & WATERWORTH, 1977 ; JACQUE-
MOND & LoT, 1981). Les récents travaux de TAKANAMI
(1981) suggerent que I’ARN-5 de la souche qu’il étudic peut
étre rattaché a ce groupe ;

— ARN-5 de typc R: sa présence dans I'inoculum se
traduit par la réduction des symptomes de mosaique ct de
filiformisme dus a linfection par le génome viral scul
(JacQuEMOND & Lot, 1981).

En Australie, GOULD et al. (1978) ont également décrit
Iexistence du 5¢ composant dans 'ARN du VMC ct prouvé
sa nature satellite. Cet ARN, dénommé SAT-RNA, provo-
que également, chez la tomate, la réduction des symptomes
causés par le virus, mais il ne présente que 70 p. 100
d’homologies de séquence avec ’ARN-5 (Mossor &
FRANCKI, 1979).

Nous présentons ici les résultats obtenus au cours de
I'étude de la relation trilatérale virus-ARN satellite-hote. Ils
montrent que les ARN-5 des souches frangaises que nous
avons considérées possédent de nombreuses propriétés
communes avec les CARNA-5 et SAT-RNA respective-
ment étudiés par les équipes américaine et australicnne,
indépendamment de leur aptitude nécrogene.

II. MATERIEL ET METHODES

A. Les souches de virus. Purification des nucléoprotéines
et ARN viraux

Les souches I;F ct I ;N sont issues du clonage, sur Vigna
sinensis (L.) Endl., d'un méme isolat naturcl du virus
provenant d’unc tomate atteinte de mosaique au champ.
Elles se différencient essenticllement par la préscnce
d’ARN-5 de type D dans la souche I;N et donc, par leurs
propriétés pathogenes chez la tomate.

Les autres souches expérimentées, les méthodes de
purification du virus, de fractionnement des ARN génomi-
ques ct de 'ARN-5, d’analyse des composants nucléiques
en gel de polyacrylamide ont été précédemment décrites
(JACQUEMOND & LoT, 1981).

B. Mise en évidence de la synthese de I’ARN-5

Le développement de nécrose létale chez la tomate cst
utilis¢ comme révélateur de la présence d’ARN satellitc de
type D dans I'inoculum. Chaque test est réalisé sur 10 toma-
tes var. « Monalbo ». Les plantes sont inoculées a un stade
juvénile (18 a 20j, 2 a 3 feuilles dévcloppées) par des
préparations d’ ARN viral purifié, dilué dans une solution de
phosphate disodique 0,03 M, pH 8,3, stérile, additionnées
de carborandum (400 mesh, 75 mg/ml), ou par des extraits
bruts de plantes infectées, préparés dans la méme solution
saline (4 ml/g) en présence de DIECA (0,2p. 100) et
additionnés de carborandum et de charbon végétal activé
(75 mg/ml). Durant leur culture et leur incubation, les
tomates sont maintcnues dans un compartiment de serre
dont la température cst régulée (16-17°C durant la nuit,
23-24°C durant lc jour), équipé d’un dispositif de lumiere
additionnelle afin d’assurer 16 h de jour toute I'année et
protégé vis-a-vis des inscctes.

L’ARN-5 de type R peut étre détecté grace a l'atténua-
tion des symptomes quc développent les tomates lorsqu’il se
trouve dans I'inoculum. Sa présence est toutefois confirmée
par lanalyse, en gel de polyacrylamide, des composants
ARN des nucléoprotéines purifiées a partir de 10 tomates
infectées dans les mémes conditions que précédemment.

II. RESULTATS

A. Recherche de la dose minimale d’ARN-5 suffisante
pour que sa synthése soit assurée

Les pourcentages de tomates nécrosées aprés leur infec-
tion par des inoculums constitués des ARN de la souche
I;;F — inducteurs de filiformisme — additionnés de doses
croissantes d’ARN-5 de type D (souche I};N) figurent dans
lc tableau 1.

La dose de 5 x 107* pg/ml d’ARN-5 est suffisante pour
que la quasi-totalité (97,1 p. 100) des plantcs inoculécs
extériorisent lec syndrome néerotique. L’analyse du contenu
nucléique des particules purifiées a partir d’un de ces lots de
tomates révéic que PARN satellite représente alors
45 p. 100 environ de ’ARN total encapsidé (tabl. 4).

Quand la concentration de PARN-5 est inférieure a
5 % 107* pg/ml, le pourcentage de tomates qui se nécrosent
diminue rapidement avec la dose, suggérant que la synthésc
de PARN satellite est alors aléatoire.

TABLEAU 1
Proportion de tomates nécrosées en fonction de la concentration de
I'ARN-5 de type D dans l'inoculum

Proportion of tomato plants displaying necrosis according to the
concentration of RNA-5 — D Type — in the inoculum

Concentration de ARN-5"  Nombre de plantes % de plantes

dans I'inoculum® ¢éprouvées* nécrosées?

0 (témoin) 210 0

5x 107 40 2,5
Sx10*® 50 4,0
5x 107 110 8,2
Sx10° 100 16,0
5% 10 140 67.9
5x10* 140 97,1
Sx10° 60 100

5x1072 30 100

* ARN-5 de la souche 1-N, en pg/ml (I,;N RNA-5, in pg/ml).

® ARN de la souche I ;F apporté a la dose de 20 pg/ml (Inocula
contained 20 pg/ml I;F RNA).

© Plusicurs cssais (10 tomates par dilution) ont ¢té réalisés tout
au long de l'année : chaque pourcentage a été établi a partir de
I'ecnsemble de ces résultats (Scveral experiments (10 plants per
dilution) throughout the year : each valuc results bascd on overall).

¢ Dans tous les cas, les plantes non atteintcs de nécrosc
préscentaient les symptomes de filiformisme caractéristiques de la
synthese du scul génome viral (Non necrosed tomato plants showed
thc mosaic and fern Icaf symptoms characteristic of the synthesis of
the genome alonc).

Une étude comparable a été réalisée avec I'ARN satellite
de la souche R en évaluant sa proportion dans les nucléo-
protéines purifiées. Lorsqu’il est apporté a une dose égale
ou supéricure 4 5 x 107* ug/ml, PARN-5 est synthétisé
avec le maximum d’efficacité et se trouve en quantités
relatives élevées dans les particules (tabl. 2). La comparai-
son des rendements en nucléoprotéines montre que ceux-ci
sont d’autant plus faibles que le taux de syntheése de FARN-
5 est élevé.

La concentration seuil de 5 x 107# pg/ml est définic
comme « la dose minimale » d’ARN satellite requise pour
que son taux de synthése, en présence du génome viral, soit
optimal. Cette dose seuil n’est pas modifiée lorsque I'on
augmente ou diminuc la concentration des ARN du génome
(résultats non présentés).
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TABLEAU 2

Effet de la dose d’ARN-5 de type R dans l'inoculum sur la concentration des particules virales
et la proportion relative d’ARN-5 synthétisé chez la tomate

Influence of satellite RNA — R 1ype — concentration on virus yields and relative proportion of RNA-5 recovered from tomato planis

Exp. 1 Exp. 2
Concentration dc ’ARN-5
(ng/ml) dans I'inoculum? .rcndcmenth % ARN-5¢ .rcndemcnt % ARN-S
virus (mg/kg) virus (mg/kg)

0 (témoin) 1620,5 0 19723 0
5x107 — — 1776,0 0
5x10°¢ 1381,1 23 1855,0 0
5% 1077 — — 1507,5 13
5x10°° 680,7 7,6 850,5 6,0
5x10°° 476,8 12,3 562,5 20,0
5x 107 142,7 45,6 372,5 430
5x 107} 126.9 473 286,1 47,0
S5x10°2 145,6 51,2 3283 49,8
5x 107! 174,7 46,3 2872 48.6
5 116 4 47,6 217.8 523

* ARN de la souche 1,5F, 20 pg/ml (Inocula contained 20 pg/mi 1;F RNA).

® Chaque valeur correspond a la purification de 10 plantes infectées (Each yield is given for 10 inoculated plants).

¢ La proportion rclative du satcllite est déterminée par la mesure du poids de laire découpée dc I'électrophorégramme (gc_l de
polyacrylamide 2,4 p. 100) (The rclative proportion of RNA-5 was determined by measuring its arca by planimetry after clectrophoresis on

2,4 p. 100 polyacrylamide gel).

TABLEAU 3

Aptitude nécrogene d’inoculums correspondant aux combinaisons
homologues ou hétérologues de plusieurs souches de virus et  ARN
satellite

Aptitude to induce necrosis of inocula corresponding to the homolo-

gous and heterologous combinations of several strains of virus and
satellite RNA

Concentration % de nécrose® chez les tomates

Souche (ng/ml) inoculées par les différentes
d’origine  de 'ARN-5  combinaisons utilisant les souches
de FARN-5 dans

I'inoculum

1,,F K M

1,-N 0 (Témoin) 0 0 0

5x 1077 30 0 0

5% 107 60 20 20

5% 107F 90 40 90

5% 107 100 100 100

TL 0 (Témoin) 0 0 0

5% 1077 30 0 0

5x10° 90 0 10

5% 1077 100 50 50

Sx10 4 100 90 100

S 0 (Témoin) 0 0 0

Sx10°7 10 30 10

5x10 ¢ 40 20 30

5x 1077 100 40 100

5% 107 100 100 100

D 0 (Témoin) 0 0 0

5x107 10 0 0

5x107° 30 20 10

5% 1073 100 40 40

5x 10+ 90 90 90

* Toutes les plantes non nécrosécs ont développé les symptodmes
de mosaique ct filiformisme (All non necrotic tomato plants have
developed mosaic and fern leaf symptoms).

B. Aptitude de plusieurs génomes viraux a assurer la
synthése d’ARN-5 de provenances différentes

L’étude de la spécificité de la rclation virus-ARN satellite
a été réalisée en infectant de jeunes tomatcs avec des
inoculums hétérologucs, constitués par ’addition d’ARN-5
de type D isolés de 4 souches différentes (I;;N, TL, S et D)
a 3 souches dépourvues d’ARN satellite (I;F, K et M) et
inductrices de filiformisme. Les symptomes obtenus avec
ces inoculums montrent que la synthese des divers ARN-5
est assurée par chaque génome viral, puisque la nécrosc sc
développe quelle que soit la combinaison effectuée
(tabl. 3). Comme pour ’ARN-5 I;;N, la dosec minimale des
ARN-5 TL ou S nécessaire pour assurer 100 p. 100 dc
nécrose est de 5 X 107# pg/ml. L’ARN-5 D semble étrc
moins efficient a cctte concentration.

L’analyse du contenu nucléique des particules synthéti-
sées chez des tomates contaminées par les souches I,,F ou K
additionnées de P'un ou lautre des 3 ARN satellites a la
dose minimale, confirme cette possibilité pour le virus
assistant d’assurer la synthése de I’ARN satellitc hétérolo-
guc (tabl. 4).

La nature de 'ARN-5, comme celle de la souche de virus,
intervient au niveau de la régulation de sa propre synthese.
Celle-ci est en effet plus active lorsque le génome utilisé est
celui de la souche I;F. Dans ce cas notamment, les ARN
satellites S et D sont répliqués avec plus d’efficacité que
lorsqu’ils sont associés a leur propre génome viral (tabl. 4).

Mais il apparait ¢galement que "ARN satellite D, est
produit en quantit¢ plus faible que les 2 autres ARN-S
lorsqu’ils sont assistés par les souches I,;F ou K. Par contre,
la réduction de la synthése virale — conséquence de la
multiplication de ’ARN-5 — n’est pas proportionnelle au
taux de synthesc de PARN-5. En effet, la présence de
IARN satellite ;N a pour effet une diminution plus
importantec de la quantité de nucléoprotéines que la pré-
sence de I’ARN satellite S et sa proportion relative dans les
particules virales est plus faible.
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TABLEAU 4

Quantité de virus synthétisé chez la tomate, en présence et absence
d’ARN satellite homologue ou hétérologue, et proportion relative
d’ARN satellite dans les nucléoprotéines
Yields of CMV recovered from tomato in the presence and absence
from homologous or heterologous satellite RN A and relative propor-
tion of satellite RNA in the nucleoproteins

Rendement en virus®

Inoculum (mg/kg) % ARN-5
15K 15520 0
I,;F + ARN-5 I;N 316,0 447
I,;F+ ARN-5 § 531,0 497
I;F + ARN-5 D 520,0 40,3
K 432,0 0
K + ARN-5 ;N 60,0 17,8
K + ARN-5 § 84,0 27,0
K + ARN-5 D 117,1 6.5
S 199,0 27,1
D 620,0 154

* Les souches dec virus assistant [;F ¢t K ont été apportées sous
forme d’ARN aux doses respectives de 20 pg/ml et 40 pg/ml. Les
ARN-5 ont été additionnés a la dose de 5 X 107* pg/ml. Les ARN
viraux S et D, contenant 'ARN-5, ont ét¢é inoculés a la concentra-
tion de 40 pg/ml (Inocula contained 20 pg/ml and 40 pg/ml helper
RNA I,F and K respectively, with 5 x 10 wg/ml or without
satellite RNA. S and D RNAs, containing RNA-5, were inoculated
at 40 pg/ml).

b Chaque rendement a été établi apres la purification de
10 tomates (Yields of virus recovered after purification of
10 tomato plants).

¢ Proportions déterminées aprés analyse, en gel de polyacryla-
mide 2,4 p. 100, des préparations d’ARN purifiées (Proportion of
RNA-5 was determined after electrophoresis of isolated RNAs
from cach virus preparation in 2,4 p. 100 polyacrylamide gcls).

C. Aptitude de divers hétes du VMC a assurer la synthése
de PARN-5 en présence du génome viral

KAPER et al. (1976) puis KAPER & TOUSIGNANT (1977)
ont montré que la synth¢se d’ARN-5 peut-étre dépendante
de I'hdte — courgette ou tabac — infecté. Il était intéressant
de comparer l'aptitude de divers hotes du VMC, apparte-
nant a des familles botaniques différentes, a assurer la
synthése de I’ARN satellite. L'étude a ¢été réalisée en
infectant plusicurs espéces avec un inoculum riche en
ARN-5 nécrogéne (souche I;N) ou, au contraire, n’en
contenant que de faibles doses (souche I,;F additionnée de
5% 107 pg/ml ou 5 X 107® ug/ml &’ ARN-5 I;N). L’effica-
cit¢ de la synthése de 'ARN-5 chez ces hotes a été
appréciée soit par la détermination de la quantité de
particules produites et de leur contenu nucléique, soit par
l'aptitude nécrogene des cxtraits bruts des plantes ainsi
contaminées sur des lots de tomates.

1. Quantités de nucléoprotéines et d’ARN-5 synthétisés che:z
divers hotes du virus

Les rendements en virus obtenus chez les espéces infec-
tées avec les 2 types d’inoculums ainsi que la proportion de
I'ARN satcllitc dans les nucléoprotéines sont présentés dans
le tableau 5.

Chez toutes les espéces, la réduction de la synthése virale
est importante lorsque I'inoculum contient ’ARN-5 en forte
concentration. Dans ce cas, la proportion d’ARN-5 est
beaucoup plus élevée chez les 4 solanacées éprouvées, chez
Pépinard et d’autres hétes tels que le céleri ou le navet (38 &
45 p. 100 de ' ARN total), que chez les 2 cucurbitacées ou le
mais. Ces solanacées et I'épinard présentent une aptitude
particuliére a assurer cette synthése, puisqu’ils permettent

TABLEEAU 5

Quantité de virus synthétisé chez divers hotes et proportion relative d’ARN-5 dans les nucléoproiéines
Yields of virus synthesized on various hosts and relative proportion of RNA-5 in the nucleoproteins

Rendement en virus? % ARN-5¢

Durée apres infection par apres infection par
R d’incuba- les inoculums” les inoculums
Hoéte .
tion
(jours) LN 1-F + [N I,;F +
” trace ARN-5 7 trace ARN-5
Lycopersicon esculentum Mill. cv. « Monalbo » 15 2495 1907,0¢ 42,1 0
466,1 10,4
Nicotiana tabacum L. cv. « Xanthi nc. » 7 438.5 758,6 45,5 19,9
Solanum melongena L. cv. « Violette de Barbentanc » 8 1829 518.,8 37,6 10,4
Capsicum annuum L. cv. « Yolo Wonder » 8 3843 — 42,8 —
Spinacia oleracea L. cv. « Vicking » 8 3137 13478 41,8 7,5
Ocimum basilicum L. 8 16,1 28,6 +¢ 0
Apium graveolens L. ¢v. « Doré Barbicr » 12 11,0 7420 38,1 0
Brassica napus (L.) Mctz. cv. « Blanc dur d’hiver » 8 18,4 1429 384 0
Raphanus sativus L. cv. « Radis de 18 jours » 8 9.5 29,7 +¢ 0
Cucumis melo L. cv. « Cantaloup Charentais » 7 2192 5590 14,6 0
Cucumis sativus L. cv. « Vert Long Maraicher » 7 159,5 550,0 19,0 0
Zea mays L. cv. « Golden Cross Bantam » 12 19,8 86,6 13,7 0

“ Les rendements sont exprimés ¢n mg/kg de feuilles fraiches des divers hétes soumis a purification (Yields of virus recovered from various

hosts arc cxpressed as mg of nucleoproteins per kg of leaf material).

® Les ARN I;F et 1N ont été inoculés aux doses respectives de 20 pg/ml et 40 pg/ml, 'ARN 1;N contenant 45 p. 100 environ d’ARN-5 ;
I’ARN-5 de la souche I;N a été ajouté a la souche [;F a la dosc de 5 x 10 * pg/ml (I,;F and I;;N RNAs were inoculated at 20 pg/ml and
40 pg/ml respectively, 1,,N RNA containing about 45 % of RNA-5; I,;N RNA-5 added at 5 X 107° wg/ml to I,;F RNA).

¢ Proportions déterminées aprés analyse, cn gel de polyacrylamide 2,4 p. 100, des préparations d’ARN purifiées (Proportion of RNA-5
determined after clectrophoresis of isolated RNAs from each virus preparation in 2,4 % polyacrylamide gels).

4 La synthese de I’ARN-5 apporté a la dose de 5 X 107 ug/ml dans I'inoculum n’est pas toujours assurée chez la tomate (tabl. 1) (When
added at 5 X 107° ug/ml in the inoculum, RNA-5 is not always replicatcd in tomato plants (tabl. 1)).

¢ La proportion d’ARN-5 dans ces préparations n’a pu étre déterminée du fait de la présence d’ARN dégradé migrant a I'cxtrémit¢ du gel
(In two preparations, the proportion of RNA-5 has not been determined because of degraded RNAs migrating near the end of the gel).
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TABLEAU 6

Aptitude nécrogene des extraits de divers hétes infectés en fonction de la concentration d’ARN-5 dans U'inoculum initial
Necrosis inducing capacity of crude extracts of various infected hosts according to RNA-5 concentration in the inoculum

p. 100 dc nécrose* chez des tomates rétroinoculées® par les
extraits des divers hotes infectés par les inoculums :

Hote 1,F + IF + I,,F
ARN-5 5% 10 pg/ml ARN-5 5 x 10°¢ pg/ml

L. esculentum 100 @y 28,0 ) 0¢
N. tabacum 100 ) 86,0 %) 0
S. melongena 100 (2) 32,0 (5) 0
C. annuum 100 (1) 40,0 4) 0
S. oleracea 100 2) 100,0 4
0. basilicum 100 (1) 50,0 @ 0
A. graveolens 100 1) 10,0 (5) 0
B. napus 100 ?2) 18,0 ) 0
R. sativus 100 (1) 259 3) 0
C. melo 100 ) 0 4) 0
C. sativus 100 2) 2,0 (5) 0
Z. mays 100 2) 0 4) 0

* Les plantes non atteintes de nécrose ont extériorisé les symptdmes de mosaique ¢t filiformisme (Non nccrotic tomato plants showed

mosaic and fern-leaf symptoms).

" Les rétroinoculations ont ét¢ cffectuées 10 j apres infection des divers hdtes (Back inoculations have been done 10 days after infection of

the various hosts).

* La souche I;F a ét¢ apportée sous forme d’ARN purifi¢ a la dosc de 20 pg/ml ; ’ARN-5 a été purifié¢ a partir de la souche [,;N (Inocula

contained 20 pg/ml 1;F RNA ; RNA-5 was purified from I;N strain).

¢ Nombre d’cssais réalisés (Number of experiments).

< Tous les hotes ont ¢été éprouvés plusicurs fois, simultanément ou non (All hosts were tested many times, simultancously or not).

la mise en évidence de 10 a 20 p. 100 I’ARN-5, préscnt
pourtant a I’état dc traces dans I'inoculum.

2. Aptitude nécrogéne des extraits des divers hites infectés

La réponse spécifique de la tomate a I'infection par du
VMC contenant de tres faibles quantités d’ARN satellite —
non détectables par les méthodes classiques d’analyse des
ARN — nous a conduits a utiliser le test nécrose pour
mettre en évidence Paptitude nécrogéne d’extraits infec-
tieux des différents hotes éprouvés. Pour cela, les diver-
scs espéces ont été infectées par PARN de la souche
I[,;F additionné d’ARN-5 I;N a la dose minimale
(5 X 107 pg/ml) ou a la dose de 5 x 107% pg/ml.

Les résultats présentés dans le tableau 6 confirment
l'aptitude particuli¢re de certaines espéces 4 micux assurer
la synth¢se de ’ARN satellite nécrogéne. Ces différences nc
sont toutefois révélées que lorsque ’ARN-5 est a I'état de
traces dans l'inoculum. En effet, tous les extraits de plantes
infectées au moyen de I'inoculum contenant ’ARN-5 a la
dose scuil provoquent la nécrose de la totalité des tomates
rétroinoculées. La proportion de tomates qui se nécrosent
est, par contre, variable sclon I'hote lorsque I'inoculum
conticnt 5 X 107% ug/ml d’ARN-5. Dans ce cas, les 2 cucur-
bitacées et le mais assurent rarcment la synthe¢se de TARN
satellite.

Le fait que les tomates inoculées avec les extraits bruts de
tous les hotes infectés par la souche I;F ne présentent que
des symptomes de filiformisme (tabl. 6) confirme I'absence
d’ARN-5 dans cet isolat.

D. Influence de la synthése de ’ARN-S sur ’expression
des symptomes chez plusieurs hétes

Chez la tomate, linoculation de plusicurs souches de
virus assistant additionné d’ARN satellitc de diverses prove-
nances, provoque généralement I'apparition du syndrome

nécrotique. L’ARN satellite de la souche R est en effet le
seul de nos isolats qui, associ¢ au VMC, conduise a une
atténuation importante des symptdmes de mosaique et de
filiformisme. La démonstration de l'effet de la synthese de
I’ARN satcllite de type D dans I'expression d’un syndrome
nouveau chez la tomate, nous a amenés a suivre avec
attention D'évolution des symptomes provoqués par le
VMC, ecn présence ou absence d’ARN satcllite, chez
diverses espéces.

Plusieurs hotes, appartenant comme la tomate a la famille
des Solanacées ou a d’autres familles botaniques, ont été
contaminés au moyen d’inoculums de pouvoir infecticux
spécifique comparable, mais contenant ou non PARN-5,
comme cela a été décrit pour les cxpériences précédentes.
Dans tous les cas, nous avons obscrvé une réduction trés
nettc de la gravité des symptomes lorsque ARN-5 est
présent, en quantité importante (souche I;;N) ou a la dose
minimale. En Pabsence d’ARN satellite, la croissance de la
plantc — taille et surface foliaire — est beaucoup plus
affectée et les altérations du feuillage sont nettement plus
prononcées. La figure 1 présentc quelques exemples repré-
sentatifs de ces résultats : Ic tabac, le concombre, le poivron
et le basilic, inoculés en présence d’ARN-5 extériorisent,
15 j apres I'infection, des symptomes beaucoup plus discrets
et leur croissance est moins affectée.

La méme expérience réaliséc en additionnant ou non
I’ARN-5 de la souche R a 'ARN viral I,;F a conduit a des
résultats comparables (résultats non présentés).

IV. DISCUSSION

Toutes nos souches de VMC pourvues d’'un ARN satellite
provoquent, a 'exception de la souche R, la nécrose létale
de la tomate. L’cxpression de cc syndrome s’est révélée
particulitrement intéressante cn tant qu’indicatrice de la
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Figure 1

Influence de la présence de I’ ARN-5 dans l'inoculum sur l'expression
des symptomes développés par 4 hotes du VMC.

Ces hotes ont été contaminés par 'ARN dc¢ la souche I;F
(20 wg/ml) seul (plantes situées a gauche) ou additionné de I'ARN-
5 [;;N a la dosc minimale (plantes situées au centre) ou par I'’ARN
de la souche I;N (40 pwg/ml) (plantes situées a droite). Le tabac
(A) développe des symptdmes de mosaique trés prononcés scule-
ment ¢n absence de I'’ARN-5. Chez le concombre (B), unc nctte
réduction dc la surface des feuilles s’observe également dans cc cas.
La moindre altération de la croissance des plantes infectées en
présence de 'ARN-5 est ici mise en évidence chez le poivron (C) et
le basilic (D).

synthese de 'ARN satellite. Son intérét est accru par lc fait
que le test nécrose constituc une méthode de misc cn
¢évidence de I'ARN-5 beaucoup plus facile d’emploi et
sensiblec que I'analyse des composants ARN d’une prépara-
tion purifiéc. Nous avons en effet montré que PARN-5 est
actif a des doses extrémement réduites. La concentration de
5 X 107* wg/ml dans I'inoculum a été définie comme la dose
seuil cn dessous de laquelle Iefficacité de synthesc de
ARN satellite n’est plus optimale et, dans le cas des
ARN-5 du type D, comme celle qui permet I'induction de
nécrose chez la totalit¢ des tomates inoculées. Toutefois,
'ARN satellite, apport¢ a des concentrations 10 000 fois
plus faibles, peut toujours étre détecté ou induire quelques
cas de ncécrosc. Cettc remarquable activit¢ de I'ARN
satellite, évoquée par MoOssOP & FRANCKI (1979) et
WATERWORTH et al. (1979), a été largement utilisée par
nous au cours de I'étude de certains aspects de la relation
trilatérale virus-ARN satellite-hote.

Les résultats présentés ici montrent que les ARN-5 de
diverses origincs que nous avons étudiés ressemblent en de

Effect of the presence of RNA-5 in the inoculum on disease
symptoms in four species susceptible 10 CMV.

These specics were infected with 1,;F RNA (20 pg/ml) alonc
(plants on the Icft) and with I;;N RNA-5 added at the minimal dose
(plants in the middlc), or with [;;N RNA (40 pg/ml) (plants)
on the right). Tobacco (A) develops severe symptoms of mosaic
only in the absence of RNA-5. On cucumber (B), a conspicuous
reduction of leaf area is also obscerved in this casc. A lesser change
in plant development is here visible on pepper (C) and basil (D)
when RNA-S is present.

nombreux points aux ARN satellites du VMC décrits par
ailleurs :

— Les phénomeénes d’interférence existant entre la répli-
cation du virus ct celle dc I’ARN satellite sc traduiscnt par
unc importante réduction de la quantité de virions synthéti-
sés, corollairc de la diminution de syntheése des ARN
génomiques (KAPER er al. 1976 ; GouLD et al., 1978 ;
JACQUEMOND, 1980 ; TAKANAMI, 1981).

— La comparaison de I'aptitude nécrogéne d’inoculums
correspondant a des combinaisons homologues ou hétérolo-
gues de plusieurs souches de virus et &’ ARN satellites révéle
que toutes les souches dépourvues d’ARN-5 sont capables
d’assurer la syntheése de PARN satcllite quelle que soit son
originc. WATERWORTH et al. (1978) ; MOSSOP & FRANCKI
(1979), TakANAMI (1981) ont également démontré que le
CARNA-S, lc SAT-RNA ou ’ARN-5 isolé d’une souche
japonaise du virus, peuvent étre assistés par des isolats ne
les contenant pas a Dorigine. Toutefois, une certaine
spécificité apparait au niveau de I'efficacité de synthése.
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Celle de PARN-5 est en cffct dépendante de la nature du
génome viral, comme 'ont montré KAPER & TOUSIGNANT
(1977), mais elle est en outre liée & la nature de ’ARN-5 lui-
méme. De plus, la réplication d’'un méme génome viral est
différemment affectée selon ’ARN-5 qui lui est associé.

— Le role de l'espéce hote sur la quantité d’ARN-5
produit est déterminant (KAPER et al., 1976 ; Mossop &
FRANCKI, 1979). Chez tous les hétes du VMC que nous
avons éprouvés, la synthése de PARN-5 méme présent a la
dose minimale dans I'inoculum, est assurée mais a des taux
variables selon 'hdte considéré. Ces variations s’observent
plus aisément quand 'ARN-S cst a I'état de traces dans
I'inoculum. Les solanacées — et particuli¢rement le tabac
— ainsi que I’épinard sont les plus aptes a assurer la
syntheése de PARN-5. Des expériences similaires, au cours
desquelles des espéces spontanées hotes du VMC ont été
¢prouvées dans les mémes conditions, ont montré que ces
plantes sauvages sont toutes sensibles a PARN-5 présent &
la dosc minimale et permettent sa synthése avec des
efficacités variables selon 'espéce infectée (JACQUEMOND,
1980).

Les modifications de I'expression des symptomes chez des
hotes sensibles au virus en préscnce d’ARN-5 font de
ARN satellite du VMC un mod¢le particulier. En effet,
dans tous les autres systémes virus-satellite étudiés (virus de
la nécrose du tabac — TNV —, virus des taches annulaires
du tabac — TRSV —, virus des taches noires de la tomate
— TBRV —), I'influence modificatrice du satellite n’a été
constatée qu’au niveau du nombre et/ou de ['aspect des
Iésions locales développées sur les feuilles inoculées des
hotes (Kassanis & NIXON, 1961 ; SCHNEIDER, 1969 ;
MURANT et al., 1973). Les expériences réalisées avec le
VMC additionné de concentrations croissantes d’ARN-5 et
éprouvé chez un hote hypersensible, Vigna sinensis, ne nous
ont pas permis de conclure a la modification de la taille des
lésions locales. En ce qui concerne Yinfluence de I’ARN-5
sur leur nombre, les résultats sont contradictoires. Dans
quelques essais, le nombre de Iésions a été réduit propor-
tionnellement & la concentration de I'ARN-5 jusqu’a un
certain seuil, dans d’autres essais, par contre, 'apport de
’ARN-5 est resté sans effet (JACQUEMOND, 1980).

Les changements induits par la synthése de I'ARN
satellite dans I'expression des symptomes développés par les
especes sensibles sont, par contre, manifestes. C'est a ce
niveau que les principales différences apparaissent entre les
divers ARN satellites du VMC. A I'exception de la tomate
(et sculement dans le cas d’ARN satellites de type D), tous
nos isolats d’ARN-5 provoquent une atténuation des symp-
tomes chez les hotes inoculés. Avec le tabac en particulier,
aucun ARN-5, associé a la souche I;F, n’a conduit a la
modification de la couleur de la mosaique comme la
récemment signalé TAKANAMI (1981). Toutefois, ’ARN-5
qu'il étudie est responsable du développement de nécrose
létale chez la tomate comme la majorité de nos isolats. Par
contre, I'ARN satellite associé a 2isolats décrits par

Mossor & FRANCKI (1979), induit une réduction des
symptomes chez la tomate : il serait en cela, comparable a
FARN-5 de la souche R que nous possédons.
WATERWORTH ef al. (1979) ont également décrit une
moindre intensité des symptomes développés par le poivron
ou le mais lorsque I’ARN satellite, possédant par ailleurs
une activité nécrosante, est présent dans I'inoculum. Ces
auteurs ont réalisé leurs expériences avec des extraits bruts
de tomates contenant ou non le CARNA-S et dont les
pouvoirs infectieux spécifiques sont, par conséquent, trés
différents. Les expériences que nous avons réalisées, qui
permettent d’éliminer Peffet de la pression de I'inoculum,
confirment que, lorsque les plantes sont contaminées & un
stade juvénile, la synthése de ’ARN satellite a pour
conséquence une moindre sévérité des symptomes. Cet effet
est vraisemblablement li¢ a la compétition des synthéses du
virus et de son ARN satellite. Il n’est pas impossible non
plus que PARN satellite interfere directement dans la
régulation de I'expression des symptdmes.

L’origine de I’ARN satellite du VMC n’est pas élucidée.
Les isolats étudiés par une méme équipe présentent des
structures primaires trés comparables qui suggérent une
origine commune. La faible spécificité de la relation virus-
ARN satellite, I'intense activité biologique de 'ARN satel-
lite, associées a sa remarquable capacité de «survie »
(Mossop & FRANCKI, 1978 ; JACQUEMOND, 1980), peuvent
expliquer les risques élevés de contamination du VMC par
son ARN satellite. Il cst vraiscmblable que, dans des
conditions naturelles, des souches de VMC dépourvues
d’ARN satellite, puissent se trouver, au cours d’infections
multiples, associées a un ou des ARN satellites de prove-
nance différente. Au laboratoire, il apparait préférable de
conserver les isolats inducteurs de filiformisme chez la
tomate, sous forme de matériel végétal desséché (Mc
KINNEY, 1974) aprés leur multiplication chez un héte peu
favorable a la synthése de I’ARN satellite (Cucurbitacée). Il
nous semble peu probable que I’ ARN-5 puisse étre naturel-
lement induit chez lc tabac durant la réplication virale ainsi
que WATERWORTH et al. (1977) en font hypothése. En
effet, plusicurs isolats, dont les souches I,;F et R, s’avérent
toujours incapables de provoquer la nécrose de la tomate
apres avoir été préalablement multipliés chez le tabac. La
synthése de I'ARN satellite chez cet héte infecté par un
isolat ne le contenant apparemment pas nous parait plus
vraisemblablement liée a I'extréme sensibilité du tabac a la
présence d’ARN satellite en quantité infinitésimale dans
'inoculum.
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