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IN'fERFERENCE EHTRE TROIS SCUCHES

DU VIRUS DE LA MOSAIQUE DU TABAC

INTRODUCTION

La résistance acquise à un virus des plantes, encore appelée

immunité, a été démontrée par Price, en 15'35, sur Zinnia elega...'1s infecté

par le Virus de la MosaIque du Concombre, et confir~ée, en 1951, par

Bennett avec plusieurs virus de la Pomme de terre.

Il a été e~suite démontré que l'infection d'une partie de

plante ~eut induire la résista...'1ce à une infection ultérieure, dans une

autre partie de cette m~li1e plante (Gilpatrick et Weintraub, 1952); quand

les feuilles les plus basses d'un Oeillet (Dianthus barbatus) sont

inoculées avec une souche nécrotj.que du Virus de la Nosaïque de l'Oeillet,

les feuilles apicales deviennent résistantes à cette souche.

Par la suite, YarDood (1953) et Ross (1959; I96Ia) étudient

la résistance localisée, induite par le Virus de la Mosaïque du Tabac,

chez des plantes hypersensibles (Haricot et Tabac)~

L'hypothèse possible d'une inhibition compétitive et de la

prémunition semble écartée par suite de l'absence de virus dans la partie

résistant 8 (\'leintraub et Keillp, 1961) •

L'immunité, résultat de l'interaction entre un \ri.rus et sa
- - -_ .. "_ .._-_.- _.. -- -- --------_.-

plante-h8te, peut être confér5e par des virus (Virus de la Nécrose du

Tabac) différents de ceux contre lesquels elle serait utilisée (Virus de

la Mosaique du Tabac) (Loebenstein et Ross, 1963). L'interaction apparente

entre les deux virus est appelée interférence (il s'agit en fait d'une

int eraction du type virus-plant e-virus) •

L'immunité ainsi conférée n'est pas totale, et sa non-spécificité

vis à vis des virus, sujet très controversé par les auteurs, ne semble pas
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non plus absolue. En effet, la résistance induite par la présence du

virus de la Mosalque du Tabac CV H T) dans une plante-h8te appropriée,

est manifestée 'n0o/'euleillent contre le V M T mais aussi contre le Virus

de la Nécrose du Tabac, celui de la Mosaïque du Navet et ceux du

"Ringspot" du Tabac et de la Tomate. La résistance n'est toutefois pas

aussi grande coutre.ces virus qu'elle l'est contre le V M T, mais chacune

de ces souches induit une résistance analogue à celle induite par le VMT.

(Ross, 196Ib).

En 1963, Ruiz-Gomez et 1saacs ont montré, dmlS une étude

effectuze sur onze virus différents d'~~maux, que la sensibilité de

chacun à l'interféron, substance inilibitrice induite par 18~ virus, est

maximale lorsque celui-ci se développe à sa temp§rature optimale et que

la production d'interféron provoquée par le \M._rus est d'autant moins

grande que celui-ci possède une température de développement élevée.

Po ssédant au laboratoit'e trois souches de V i'l T, qui

diffèr8ut par leur thermosensibilit6, nous nous SO~iles demandés si elles

pourraient aussi se caractériser par des capacités différentes d'induire

des substanc es :Ll1..1.ibitri.c es et leur sensibilit é à ces substances.
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HAT ERl EL EJ:' Hel' aoDr.s
======================

IO - sou ches de virus.

souche VHl'c :

Cette souche est la souche dite II CO lilillUne ll du V?Tr, conservée

par passages successifs sur des Tabacs (Nicotia/fia tabac~ll L., var.White

:Curley). Elle est t:r'ès stable ct est transwise uniquement par voie méca­

nique (ou par greffe) (Li~aGset et Darpoux, I951).

Son inoculati~n à des Tabacs )rovoque une déformation très
-tl-71

nette des jeunes feuilles et naJ.ÜSiile accentué se traduisant par une

di~inution de la hauteur des entre-nœuds et un développement plus faible

des feuilles (Pavillard, rS53i Hirth, 1958). Des 'l'abacs (N. tabacuL:1 L.,

var. Judy Pride), agé3 de deux mois, et placés à 24° C et 8o;~ d' humidit é

en serre stérile, présentent les symptômes classiques de la Mosaique:

défor:nation foliaire et nanis'J.e; les preliliers symptômes apparaissent

g&nér~ement 6 à 7 jours apres l'inoculation. 24°C est la temp~rature

o::;>timale de multiplicatj.on du virus. A .300 C, aucun symptôme de mosaIque

n'apparaît (Lebeurier et Eirth, I966).

souche TC :

Il s'agit d'une souche thermophile du VtIT (Leueurier et

Hirth; -I9S5) -: -Des Tab-ac·s·-O'T. --taba:cum L., var. --JÜ.d~r -Pride) 1 :i_noculés et

laissas à 24° C, ne montrent l' appar:i.tlon d r aucun symptôS!e: ni déformation

des jeunes feuilles, ni arrêt de la croissance des plill1tes. A )SoC, une

mosaIque nette appara'tt sans Gtro toutefois accompagn..§e de déformation

foliaire. La t e:;lpérature optillale d8 mul tiplicat:i_on se situe ei1tre 32? C

et y;oC.
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souche HF :---------2--

Cette souche thermosensible a aussi été isolée pa Lebeurier

et Hirth (I966)~ Elle induit la formation de symptômes très doux: pas

d'arr~f~e croissance et seulement de légères déformations sur les jeunes

feuilles. Cette souche se développe d'une manière optimale sur un très

large intervalle de tewpérature : de I6°C à 3CJ c.

Z' - plantes hôtes.

Les trois souches de v}Œ sont ~ultipliées sur des plantes

répondant à l'inoculation par une infection généralisée (systémique);

il~' agit de Nicotiana tabacum L. dans tous les cas, mais de variétés

diverses: Judy PridG, White Burley ou SaJîlSun.

Le pouvoir pathogène est évalué à l'aide de plantes hyper­

sensibles répondant à l'inoculation par des lésions nécrotiques et possé­

dant le gène N des Tabacs Nicotiana glutinosa L. (Holmes, I930). Des

Tabacs, N. tabacum L., var. Samsun NN, sont utilisés pour toutes les

e~:périences (Ross, I96Ib). Ces plantes croissent en. serre stérile à tem­

pérature de 26° C (± 2? C) et mai.nte~1:ue à lLi'1 degré hygrométrique de 80%.

Un appoint d'éclairage leur est fourn~ en hiver. Elles sont semées en

serre stérile, repiquées ~bout de trois semaines et mises en pots de

I7 à I9 cm, à l'âge de six semaines, puis utilisées à l'âge de Ia il. I5

semaines; elles ont alors 7 à 9 feuilles de 8 à I5 cm de longueur.

~ - technique de production des virus.

Cette technique est celle qui a été mise au point par Lebeurier

et Hirth (I966). Les trois souches de Vl"ir sont multipliées sur de,s ~_':"

découpés dans des feuilles de Nicotiana tabacmù L., var. Judy Pride.

Ces disques sout mis en survle en milieu minéral de Knop dilué au tiers

de sa concentration, dans des fioles à toxine placées dans des bacs

thermostatés à I8° C pour la souche MF2'· à 24° C 'pour la souche VUTc et à

36°c pour la souche TC, de sorte que chacune des souches se multiplie à



TABLEAU A : Caractères des solutions-mères utilisées

Souche Longueur d'onde • Concentrations des
solütions en llg/ml

260 230 260/230

VMTc 648 542 1,195 201

TC 655 552 1,186 203

MF 2 668 560 1,193 207

. -

.. Les 10 n gue urs d' 0 n d eut i 1 i sée s son texp r i mé e sen n TIl ( ... 1 a-~) •
Le rapport 260/280 exprime la quantité relative de protéines
virales et de nucléoprotéines ; un rapport égal à 1,2 corres­
pond à une préparation riche en nucléoprotéines.
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sa température optimale.

Les disques sont inoculés en frottant doucement leur surface

à l'aide d'une ~patulG en verre, aprGs dépôt d'u~e goutte (O,I ml) de

suspension de virus à 200 rg/ml et de célite (l~flosupersel - 50 mg/ml).

Ils sont récoltés au bout de 5 jours (36°C) ou de IO jours (I8° et 24°C)

et congelés à -I5° c.

4° - technique de purification du virus.

Les disques congelés sont broyés au mortier en présence de

sable de Fontainebleau stérile et de tampon. phosphate (O,OIH); CINa (0,9%)

pli: 7. Le broyat est centrifugé à 1300 g pendant IO minutes (centrifugeuse

J~uan); le culot est éliainé et le surnageant est centrifugé 40 minutes

à 20000g (centrifuGeuse Se~~l). Le culot est éliminé et le surnageant

est ultracentrifugé à I05 000 g pendant 2 heures (ultracentiiUgeuse

Spinco Modèle L 2, et Rotor 50 Titane). Le culot est ensuite repris dans

du tampon phosphate- E.D.T.A. O,OI M; pH = 7,0, dans le but de détruire

les ribosomes 70S et d'éviter l'adsorption de protéines et de nucléo­

protéines nor~ales de plante sur les virions (Ginosa et al., 1954).

Le cycle de centrifugation(Jouan) et d'ultracentrifugation

(Spinco) est repris trois fois. Puis le dernier culot est remis en sus­

pension dans de l'eau bidistillée et dialysé 24 heures contre de l'eau.

Le culot final est repris dans du tampon phosphate-ClNa, pH = 7. Les

suspensions sont conservées au congélateur à -200 C.

Avant utilisation, les suspensions sont centrifugées dans un

gradient de chlorure de césium (densité initiale = I,3I) afin d'éliBiner

-- -----------les protéines -normales de la plante et les capsides; --puis sont -dialysées

contre de l'eau. En effet, le gradient de Csf~est un gradient de densité;

les particules légères (protéines normales et capsides) sont séparées des

particules lourdes (V}IT)~

Le rapport des densités optiques lues au spectrophotomètre

(T ABLEAU A) à 260 Dm et 280 Dm est alors de I,20 pour chacune des trois

suspensions. Les absorptions de lumière de ces longueurs d'onde sont
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fonction de la quantité relative de protéine (maximu m d'absorption à

280 nm) et d'acide nucléique (Qa~um d'absorption à 260 nm) dans le

virion. Le rapport de ces deux densités est donc constant pour un virus

donné (I,20 pour le VlIT) ~ Les sus:pensions ne contiennent donc que des

virus complets. En multipliant la densité optique lue à 260 nm par le

coefficient Q' 3jrtilH:tiQSo caractéristique du VHl' (0,3I) et par I 000, on

obtient la concentration en rg/ ml.
Afin d'obtenir des suspensions virales contenant le plus

possible de particules infectieuses (300 Dm de longueur), les solutions

recucuillies après passage sur gradient de chlorure de césium sont cen­

trifugées à 26 000 tours par minute pendant 25 minutes (Ultracentrifu­

geuse Spinco Modèle L2, Rotor 40). Les surnageants contenant des parti­

cules incomplètes sont éliminé3 • Les culots sont repris dans le tampon

phosphate (O,OI H)-NaCl (0,9%), pH:';? ,O. Ce ta,-npon a été choisi en accord

avec les travaux montrant l'accroissement du pouvoir infectieux du virus

en présence de,K2ffP0
4

et de Na2HP0
4

(stanley, 1935; Thornberry, 1935j

Yarwood, I952).

On vériîie que les solutions ont effectivement été enrichies

en grandes partcules (300 ~~), donc en particules infectieuses, en effec­

tuant une chromatographie sur colonne de gélose, suivant la technique

de Steere (I963). Une colonne de I cm de diamètre sur IOO cm de hauteur

est remplie de gélose Agar Difco à I% en E.D.T .A. O,OI M, calibrée en

particules sphériques de 40 à 60 mesh.Le débit de la colonne est alors

de 4 à 6 ml à l'heure~ L'ampoule contenant le tampon d'élution est fixée

en bas de la colonne afin d'obtenir une légère dépression sur la colonne

et afin d'éviter le tassement des particules de gélose. Le tampon d'élu­

tion utilisé est de l' E.D.T .A. O',OI H, celui-ci ayant pour avantage

" '-d'éviter' l' agr6gati6n- â.e'sparticulesvirales~-".-

La courbe obtenue par lecture spectrophotométrique des sus­

pensions de VMTc concentré par ultracentrifugation lente (fig. I) montre

un pic plus élevé et étroit que celui correspondant au VHrc n'ayant sub;

qu'une seule purification, ce qui indique que l'on est en présence dt~~e

population plus homogène.



Figure 1 : Densités optiques des fractions recueillies apr~s

chromatographie sur colonne de g~lose 1 %.

D.O.

,500

-~

15105

~­
~ _-<>-_--<.1

o"""- .... ~-------,......------
fractions

po

La courbe obtenue par lecture spectrophotométrique des suspensions
de VMTc}concentrê par ultracentrif~gation 1ente)montre un pic plus élevA et
étroit que celui correspondant au VMTc n'ayant subi qu'une simple purifica­
tion, ce qui indique que l'on est en présence d'une population plus homogène.

o 0 VXTc concentré par Spinco i 26 .. 000 t/mn

• • VMTc extraction normale
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50 - évaluation do l'uterférence.

La méthode employée s'inspire de celle qui a été mise éU

point par Ross (I96Ib) ~ Doux possi.bilités nous sont offertes pour mesurer

nos résultats: compter le DOlabre des lés:Lons ou évnluer leur taille.

Nous avons choisi la seconde solut:Lon, tenant compte des travaux de Ross

(I96 5): ilL' oi'fet attendu sur la taille dos lésions est souvent beaucoup

plus important et plus reproductible que celui sur le nombre, et ua effet

sur la taille appara1t souvent plus tôt et snns aucune conséquence SIU' le

nombre des lésions".

Les jeunas plants de Tabac (N. tabacum L., y2J:'. Samsun mn,
~gés de 2 à 3 mois, sont entr~posés dans une salle à température relati­

vement con.stante (200 à 240 C) et de taux d' humidité assez faible (60 à

80 %); elles sont étét~~c 2 jours avant la première inoculat:Lon, de

façon à accrottre leur sensibilité par une croisGance rapide, co qui peut

encore ~trc augmenté par une mise à l'obscurité pendant les dernières

24 heures; trois feuilles de tailleE aussi semblables que possible som:t

laissées sur cha-que plante. Les demi-feuilles gauches sont inoculées,

en premier, avec une solution de virus hautem~n.t infectieux à tg/ml,
aprés avoir été saupoudrées avec de la célite. Quelques jours plus tard

(3 à 15, scIon l'expérience), les daù-feuillos droites sont inoculées

avec une solution virale à 0, 05 rg/m1 ~

Il faut Doter que les trois demi-feuilles gauches de dhaque

plante sont toujours infectées (première inoculation) avec la mtme souche

de virus, alors que les trois domi-feuilles droites sont infectées (deu­

xième inoculation) avec trois souches différentes. Ainsi, chaque virus

de la seconde inoculation répond à l'inhibition induito par un seul virus

(en ad.m.ctt.:m.t,-ce qui "est vraissemblable, qu'il n'y ait pas in:teraction

des Virus de la deuxième inoculation). Le cas inverse ne peut sc concevoir

car les substances inhibitrices induites diffuseraient alors dans tOllte la

plaute; l'inhibition du développement du virus do la seconde inoculation

seraLt duc à l'action simultanée des substances induit8s par les tro~s

souches.



TABLEAUB Schéma des inoculations réalisées

pour évaluer l'interférence virale.

plante nO r à 3 4 à 6 7 à 9 ro à 12
,

( r 2inoC:) (22inoc.) (r2inoc.) (22inoc.) (r2inoc.) (2~inoc.) (r2inoc.) e
demj.-feuille ( 2-inoc.,

gauche droite gauche droite gauche droite gauche droite

rè,Eefeuille tampon VHTc Vi'rI' c VHrc TC VMI'c MF2 Vf.IT c

2è~feuille ta'D.pon TC VHl'c TC TC TC MF2 TC

3è!!E feuille tal1pon MF2 VMTc MF2 TC MF2 HF2 MF2

_rè,Eefeuille tampon TC V~1Tc TC TC TC HF2 TC fi
2èEBfeuille tampon MF 2 IJ.'IT c HF 2 TC MF2 HF2 MF 2
3è~feuille tampon VHTc VMTc VHl'c TC VMTc MF2 VMTc

rèref °11 tampon MF 2 VIvrI' c ivlF 2 TC '1'" ;'1F 2 HF2- eu~ e 1.1: 2
2è~feuille tampon Vr'ITc VMl'c VMTc TC Vi'IT c HF2 V~fl' c

3è~feuille tampon TC Vl'fl' c TC TC TC HF TC2

En première inoculation, chaque plante n'est infectée que par

un seul virus (ou du tampon); en seconde inoculation chacune est

infectée par les trois virus.
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Sept jours plus tard, les diéUllètres des lésions a.pparues snr

les demi-feuilles droites cont mesur3cs à l'aide d'un microscope équâpé

d'un micromètre oculaire (précision de IO-3mm); la dimension D (fîg~ 2)

d'une lési.on résulte de la moyenne entre dem:: mesures A et B effectuées

perpendiculairement sur la. lésion. En. cc qui cane orne les témoins, la

première inoculation. est réalisée en frott<mt la deUli-fcuille gauche

aveàdu tampon phosphate-NaCl. Il a été montré que les lésions mécani­

ques, aussi bien que les lésioils virales, induisent la synthèse d'inhi­

biteurs de type polyphéuols (Metrtin, 1959; Farkas et al~; 1960) ~ En

vue d'éliminer, ou tout au noins do clil:linuer, le factour d' "inclividua­

lité il do réponse de chaque plante, les secondes inoculations sont

réalisées cn effectuant une rotation selon le tableau B. Chaque expé­

riGncc exige clone un rni.n:i.Llum. do 12 plantes.



ZC?ne

nécrosée
A

- - -:....;--..----

B

zone desséchée.

zone verdâtre·

zone s omb re·

zone vert-pâle.

zone verte» normale.

Diamètre

Figure 2 : Mesure des lésions.

A + B

2
.. D



TABLEAU c: Vérification des propriétés

des trois souches de VMT.

Souche Tempé1!ature
Concentration

Ï, rapport à V~fT·c
lJg/disque

par

VMTc 308 100

TC 16 0 C
56 18-

MF
l

144 47

MF 2
292 95-

,.

-
·VMTc 26 100

TC 720 2 770
36 0 C

MF
l 6 23

;

MF 2 6.5 25-

Le chiffre donn~ en concentration de virus par disque

est la moyenne de quatre dosages effectues chacun sur un grou­

pe de cinq disques. Il apparalt nettement que la souche TC est

une souche tris thermophile et que la souche MF 2 est une souche

thermosens ib le.
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RESULTATS

lO _ vér~ficat~on des propriétés des trois souches Qe vrŒ.

Nous avons vérifié que la souche HF2 est Ulle souche ther­

mosensible, et qu'elle se développe co~e la souche v}ITc à toutes les

températures, orrois les températures supra-opt~ales et, que la souChe

TC est un souche thcrmophile et se c!.éveloppc- clone très bien à ces

températures supra-op. omales.
Nous avons mis en culture, dans des fioles à toxine thermo-

statéos à l6°c ct à 36°C, des c1.isqucs découpés clans dos feuilles de

N~ tabacu.."J L. var. Judy Pride, inoculés avec des solutions virales à

200 rg/ml~ Quatre fioles sont maintenues à chQque température, chacune

contenant 20 disques infect3s par du VllTc, du TC, du HFl 9..!:!. du HF2 •

La soucho pŒlect aussi UilG souche thermosensible du VMT, ayant la parti­

cularité d'~Quire la formation de lésions n&crotiques à Qes températures

inférieures à 24° C , sur N. tabacum L., var. Jw::y Prida, alors que les

a.utres plant es s'y développent d' une fac:;on syst érJique. Cette souche HFl

est utilisée comme soucho comparative de la souche MF 2 •

Los disques sont récoltés 7 jours après l'inoculation, broyés

par groupe de 5 ot dosés sérologiquement.

Le dosage sérologique des protéines virales ost effectué

selon. la méthocle de Folin etCiocalteu (l927), modifiée par Lowry ct ses

collaborateurs (l95l) ~ Cette méthocle a été_~~pliquée par Lebeurier ct _

Hirth (l)66) au dosage des quantités de VHr dans les feuilles et disques

de feuilles do Tabac. Elle permet l'évalué',tion. des qUélD.tités d'antigènes

Viraux variant de lO à l20 {tg/ml ~ L'un des avantages majeurs de la

méthode réside dans le fait qu'clIc ne nécessite pas la purification

préalable du virus, par suite de la tres grande spéc~icité de l'anti­

sérum de VMT obtenu par injection, à des Lapins, de suspensions de virus

hautement purifiées.

Le tableau C donne le résultat des dos~cs pour chacune des

souches et pour les doux températures.



Fiaure J : Evolution de la concentration virale

dans les fe~illes a~r~s la premidre

inoculation.
Quantité de virus
dans les feuilles inoèûlêes

(~/~ )

86531

~_iiiiiiiiiiiiiiii~~ ~ "",," """1"" """" t emp

(jourso

100

200

300

Les quantités de virus :présentes dans les plantes varient identi-

quement pour les

Jours. _

trois souches, atteignant un maximum dès le cinquième

o 0 VMTc

••---•• TC

X .MF 2
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Il en résulte que les souches VHI'c et HF2 sc développent

identiquement à I6°c, mais que la souche MF2 se développe quatre fois

moins que la souche VHI'c à 36° C (5 jours de culture): la souche HF2 est

donc bien thermosensi~le. La souche thermosensible MFI sc développe

d'ailleurs identiquement à la souche HF2 à 36°c.

De ce tableau, il découle aus::3i que 12.. souche TC se développe

de 24 à 30 fois plus qua la souche vurc à 36° C, et de 5 à 6 fois moins

que la souche ~Œc à I6°c: la souche TC est donc une souche très

thernophilo.

~ - évaluation des concentrations virales clans les feuilles après

la première inoculntion.

Afin d'obtenir des résultats comparables, nous avons dosé

la quan.tité de virus clans les plantes apres la première inoculatiom.

Ce dosage s'imposait car les taux de multiplication des trois souches

de virus dans los plantes à infection généralisée sont clifféreùts, à

la température considérée (220 C) ~

Les plro~tes sont préparées ainsi qu'il ost décrit page 8.
Elles sont infectées aved une solution de virus à 2 rg/ml, ce qui

permet de réaliser une virose trés :·.::t~::.::;e sur chaque demi-feuille

frottée. Chaque plante est inoculée avec une seule souche; I2 plantes

(4 pour chaque souche) sont traitées ainsi. L'inoculation est effectuée

sans rotation, afin de se placer e~actement dill1S les conditions des

expériences d'évaluation des potentiels d'interférence. I, 3, 5, 6 ou

8 jours aprés l'inoculation, les demi-feuilles sont récoltées, pesées

--et -broyées afin -de doser sérologiquement lesquantit-ésde virus--pré- ­

sentes.

Les résultats (fig~ 3) montrent que les trois souches donnent

des quantités semblables de virus, cinq jours après l'inoculation et

que la cinétique de développement paraît 9tro la m~me dans les trois

cas. Ceci s'e~~lique aisément car la concentration de virus utilisée

est largement supérieure à la concent~ati~n de virus ;;;:f e1'-e- (0, 5rg/iui J

permettant l'obtention de lésions isolées. Dans nos conctitions, le



TA8LEAU D: Variation de la .taille des l~sions

nécrotiques en fonction de la tem­

pérature.

Température
Souche

Nombre de
!I(mn) lé s ions Taille re lat ive~:: moyenne mesures

VMTc 60 2,60 100

17° C TC 60 2,28 88

MF 2 60 3 , 16 121

-
VXTc 60 4,31 100-

22° C TC 60 3,49 81

~H2 60 4 , 17 97

VMTc 30 4,92 100

28 ° C TC 30 5,26 107-
MF 2 30 4,137 99

.-

Les souches soulign~es sont- celles qui donnent

.. ·les- l~sions les "p lui;· gr'·àndes ;la température correspondan­

te est la température la plus proche de la température op­

timale de d~veloppement du virus.

*L'évaluation est faite par rapport à la taille des

lés ions indui tes par l' inocu lation du VMTe •
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lésions, très rapprochées (300 à 500 par demi-f~uille), sont rQpidement

co alles ccnt cs , cc qui détermine llil dessèchement ~e la feuille dès le

cinquième jour après l'inoculation. On ne pourra donc e~~liquer deG

différences d'inhibition, lors de la seconde inoculation, par l'existence

de quantités différentes de virus dans les plantes après la première

inoculation.

3° - action de la tcmpérctture sur 1" aille des lésions.

Des e:x-péricûces pr éliminaires ne cor.rport c..nt qu'une seule

inoculation de virus (0,05 fg/ml) ont été réalisées à différentes tem­

pératures. Pour chaque inochlation et ccci ~vec chaque souche de virus

une cLoublc rotation est effectuée sur chaque plante, selon le schéma

suivélnt, ceci clans le b\>ot d'élüüner l'effet de position des feuilles

sur chaque plante.

1° plante C' plante 3° plante

gauche droite gauche 1droite gauc e droite

1° feuille VHIc VMl'c TC HF2 i1F2 TC

C' feuille TC TC MF2 VHIc 'lMrc MF2
3° feuille l-'IF2 MF2 VHI'c TC TC VHI'c

:

Les plantes sont laissées 7 jours ~ chaque température.

Cinq lésions, prises au hasard, sônt mesurées au centre de chaque

- feuille -et ·üiinIillimmncle -- trente--mesurcs est exigé poi.i.r- avo:LÏ- un résultat

statistiquement valable. Trois plantes, au minimum, sont Qonc nécessaires

pour effectuer ce test.

Trois expériences ont été réalisées: à température moyemw

de 17°C (:!:: ~C), à 2~C ( :!:: 2OC) ct à 28°c ( :!:: C'C)~ Les résultats sont

donnés par le tableau D. Pour chaque souche, la taille des lésions cro1t

en fonction de la température, mais les lésions les plus grandes sontt



TABLEAU E: DétaiZ des mesures effectuées.

Nombre de
Lésions induites par la 2i1rne inoculation

11
ère 2 ème .jours entre inoc. lnoc ~o:nbre de :1oyenne des ~ des lésions (mm)

les 2 inocu1. Ilectures
Témoins Tests i.~(test/témoin)10(

VXTc V~1Tc 45 .3,23 3,02 93
3 jours TC V:1Tc 45 3,23 3,21 99

MF
2

V:'1T c 45 3,23 3,20 98

VMTc VMTc 30 5,24 2,4,q 47
, VXTc TC 30 4,19 2,71 65

VMTc MF 2
30 4,66 3,14 67

TC V:1Tc 30 5,24 3 , 1 Cl 65
7 jours TC TC 30 4,l Q 3,31 79

TC :1F 2 30 4,66 3,61 77

MF
2

VMTc 30 5,24 2,35 45
:1F

2
TC 30 4,lQ 2,87 69

~IF 2 ~ -:1F 2 30 4,66 2,92 63

VMTc VMTc 60 3,26 0,7.2 22
VMTc TC 60 2,15 0,71 3Q
VMTc MF

2
60 2,68 0,18 2e)

TC VMTc 60 3,24- 1,91 59
10 jours TC TC 60 2,15 1,38 64

TC Mf 2
60 2,68 1,68 68

MF
2

VMTc 60 3,26 0,67 21
HF

2
TC 60 2,15 0,81 38

MF 2 MF
2

60 2,68 0,86 32

VMTc VMTc 30 3,81 0,83 22
VMTc TC 30 3,21 0,99 32
VMTc MF 2 30 3,64 1,06 29

TC VMTc 30 3,81 2,00 52
15 jours TC TC 30 3,21 1,85 58

TC MF 2
30 3,64 2,13 59

MF
2

VMTc 30 3,81 0,86 23
MF 2

TC 30 3,21 1,00 32-
"._-_ .. _.. _.. ___MF.Z-- MF 30 3, 6.~ O~Q6 22.. - _..- ... ... -_. 2 - - .~ - .. --. - .

Les suatre expériences ont été effectuées les unes apr~s les
autres; cependant, l'âge des plantes et les conditions de 1texpé~

rimentatioq sont les mêmes dans tous les cas afin de rendre compa­
~ables 1~~··résu1tats. On constate donc une interf~rence maximale
dès le dixi~me jour après la première inoculation. Chaque plante
reçoit en première inoculation une sQuche et en deuxième inoculation
les trois souches.
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fournies par la souche thermosensible MF2 à 17°C, par la souche co~e

VHrc à 2Z' C et uar l.a spuche th.ermoph:W.e TC à 28° C.
Pour chaque souch~, nous constatons que la moyenne des Qia­

mètr~s des lésions indu~tes varie beaucoup selon la température de l'ex­

"péricncoj cette variation est de 30% environ et les différences obser­

vées sont significatives.
A une température donnée, nous constatons que les moyennes

des diamètres des lésions induites par chacune dos trois souches sont

èifférentes; les valeurs observées ne sont pas toujours statis~uemcnt

cli..ffércntes, car les variations restent faibles (5 à IO%) j mais il faut

constater que cl est la souche qui se développe à la température la plus

proche èle sa tempér['.ture optimale de développement qui donne les tailles

des lésions les plus grandes.
Cette expérience nontre que l.a température entrD.1ne un com....

portement différent des trois souches, cc qui confirme quo nos trois

souches sont différentes.

La tecrpérature de 22° C a été choisie comme température de

nos expérion.ces ultérieures parce qu'elle se trouve ~tre voisine de

la température optimale de èéveloppement des souches VMTc (24°C) et

MF2(souche thernosensible); la température optil'lIale du TC C36°C) no

permet pas l'étude des potentiels d'interférence tel que nous l'envi­

sageons (mesure des cli.aLlètres c'.es lésions) car, au delà J.e 28° C, les

lésions nécrotiques se forment mal et deviennent cliffuscsj à 36°Cj aucune

lésion ne se forne ct l'infoction devient générQlisée~

~o - étude des potentiels d'interférence des trois souches "de virus •

. _-_ .. _.. --_._----_.-- -----_.__ ... ---_.- .---_._-_ .. -

L'étude de l'interférence a été réalisée en suivant le pro­

tocole expérimental décrit pages16 et M
Le tableau E donne le détail "des mesures des lésions pour

quatre expériences différentes, en fonction du temps écoulé entre les

deux inoculations, soit 3, 7, ID, et ~5 jours. Le premier :intervalle

de temps (3 jours) constitue la 1Dùite "inférieure nécessaire (Loebenstein

et Ross, I963) au développement du virus, à la synthèse des substances



TABLEAU F: Comparaison des potentieZs d'int4rfdrence en fonc­

tion du tem'(?s.

~
' 1 inoc. . . ,

VMTc TC :tF
2

l2 eme
inoc.

0,07 0,04 °t0 2 3

0,53 0,35 0,55 7
VHTc

...
0,78 0,41 0,79 10

0,73 0,48 0,77 15
1-3

~
0,01 0,02 0,00 3 ~

{J)

t"t1
0,35 0,21 0,31 7 =<:

1-3
=<l

TC t"t1

0,66 0,36 0,62 10 .......

~

~

0,6 Q 0,42 °t 6Q 15
~

0,01 0,01 0,03 3

0,33 0,23 0,37 7

MF 2
0,71 0,43 0,68 10

.
- - --- - -- - - - ... _- -_ .. _- _. -_ .. ---

0,41 0,75 15 - - --0,71

-,

Les souches VHTc et ~1F2 donnent, en tant qu'inhibiteurs, des

risu1tats comparables, diffêrents de ceux donnês par la souche TC

elles sont plus inhibitrices. La souche VMTc est la plus iensib1e,

ensuite, la souche MF 2 , puis la souche TC, à l'inhibiteur induit par

chacune des 3 souches.

"?otentie1 d'interférence 1 -
01ésions test

-f,HQsion t'~moin
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inhibitrices et à leur diffusion vers l'autre moitié de la feuillei

le dernier intervalle constitue la limite supérieure, due à l '~e des

feuilles,à partir de la-quelle leur senSibilité diminue rapidement

(20 à .30 lésions par demi- feuille au lieu de 200 à 400 pour un inoculum

de 2 rg/ml).
Les"potentiels d'interférence i ! p (Loebenstein et Ross, I963)

permej:;tent une expression aisée de nos résultats (Tableau F) ~ Cette

méthode donne un représentation chiffrée et gro.phique d'aprés l'équation:

p - l -
M

Mt

dans laquelle p est le potentiel d'interférence d'une souche A ( deu­

xième inoculation) par re.pport à une souche B (première inoculatioll!l),

M étant la moyenne des diamètres des lésions de la souche A inhibée

et Mt la moyenne des diamètres des lésio~~ de la même souche A sans

inhibition (témoin); lorsquè llinterférence est maxinlale (cas des lésions

ponctuelles), Pfst voisin de Ii lorsqu'elle est minimale ( cas où les

diamètres sont identiques), p est nul.

sP - analyse statistique •

Les résultats du tableau F montrent des écarts sensibles

entre les différents potentiels d'interférencei encore ces résultats

doivent-ils ~tre interprétés statistiquement~ Aucun auteur n'ayant

utilisé de test statistique pc.ur l'interprétation des mesures de dia-

__mètr.es de _lésions, il restait.. à en trouver un convenable~ Il s'agit -de·

comparer entre elles des populntions de mesures de diamètres~ Dispo­

sant de mesures qu~titatives, nous avons étudié l'écart des moyennes

à l'aide du test de Student-Fisher, d1t encoreltot, de l'hypothèse nulle"

(Schwartz, I963)~ L'emploi de ce test repose cependant, sur l'hypo~hèse

bien précise que la loi de distribution des populations étudiées peut

Gtre considérée comme normale, c'est~à-dire gaussienne. Or, dans nos

exp érierr.c es , chaque pOQu.lation est théori.quement la SOIlllile de trois

sous-populations, mesures des lésions des feuilles inférieures, des



Histogrammes des popu~ations de mesures de ~ésions de

~'exvérience d'interva~~e 7 jours entre ~es deux inocu~ations.·

TC/HF 2 TC/O MF 2 /O

TC/OTC/TCVMTc/OV:MTc/TC

1

5

5

1

VMTc/VMTc VMTc/O TC/VMTc TC/O M.F
2

/VMTc MF 2 /O

Bien que chaque population soit formée de 3 sous- populations,
mesures des lésions des feuilles inférieures, des feuilles inter~édi-

aires et les feuilles supérieures,chacune peut être considérée comme
ga'Ussienne.



- 25 -

feuilles intermédiaires et des feuilles supérieures, puisque la sensi­

bilité des feuilles d'une même plante varie selon sa position. L'étude

des histogrammes montre, pourtûnt, que les trois qUéll'ts de nos p'o::;>u-­

l.ations suivent une loi norm<oùe et que le resta est assimilable, ce

qui permat l'utilisation du test de Student-Fisher.

Les tableaux G montrt""t un exemple de ce test appliqué à l' ex­

périence dont l'intervalle entre lGS deux inoculations est de 7 jo~rs

Il s'agit donc de co~parer les potentiels d'interférence, soit

_m
2avec •

mt2

Dans le cas où les virus de la seconde inoculation sont les m&1es, les

deu:::: diamètres témoins sont l.es m~:ncs ( IntI = mt2 ) ot l.a comparaison

est réduite à l'étude de ml par rapport à m'2.
Dans le cas où les virus de la seconde inoculation sont différents, la

. t ml t:>t m2 't ibl . l" t tcomparaJ.son en re " n es poss a que s~ ecar en re
~ m m

J. ct 2 est nul ou varie en sens inverse de l' 3C<':lxt entre tI
ct mt2 dans cc CQS, la comparaison se réduit aussi à l'étude de

ml par rQpport à ID2 •

La formule du t de s~ :1.dent-Fisher est :

-rence n'est pas alors significative pour

t> I,96 , elle est significative~

etmoyennes

, au seuil de 7,?h; la diiffé­

t(I,96 -; dans le --cas cnY'-- -- - -

populations de
n .

2()O ici).
2 = 58

Z L
où~ et '(j sont les varianc cs

1. 2, n
à comparer ct d'effectifs l

Le degré de liberté ost nI +

t



TABLEAUX r; : APPL! CAT 1ON DU TEST DE STUDCIT-F 1SHER

A L'EXPERIENCE D'INTERVALLE 7 JOURS

TABLEAU Cl Analyse statistique des témoins (pas de ~irus en

premi~re inoculation),

ère 2 èrne . ~~n des lSsions
t

1 inoc. lnoc.

VXTc/TC 'fC/MF
2

MF
2

/VXTC

tampon Vt1Tc 5,24 .

tampon TC 4,18 6, 1 5,0 3, 7

tampon MF
2

4,66

La valeur 6,1 est/par exemple)la valeur de t obtenue en compa­

rant la moyenne des diamètres des l~sions induites par la souche VMTc,

sans inhibition due à un virus, et la moyenne des diamètres des lé­

sions induites par la souche TC, dans les mêmes conditions.

Le~ trois valeurs trouvées sont significativement diff~rentes

(t > 1,96). Ces r~sultats confirment que les trois souches utilisées

sont différentes.
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Pour voir s'il existe .une différence entre les pouvoirs inhi­

biteurs des trois souches de VMT, il suff~t d'infecter les plantes

avec les trois souches (une par plante) en première inoculation,

contre une m~me souche en seconde inoculation (soit VMl'c, ou TC, ouMF2)~

Il s'agit de comparer dans ces tableaux les valeurs de p (poten­

tiels d'interférence), ce qui se ramène à comparer les moyennes des

diamètres ( page I7 ).
La valeur 5,6, par exemple, est la valeur de t obtenue en com­

parant la moyenne des diamètrGs des lésions induit0s par la souche

V1-Œc (deuxième inoculation), inhibée par la souche V1-Œc (première

inoculation, et la moyenne des diamètres des lésions induites par

la souche V1-îrc (deu.ri.èille inoculation), inhibée par la souche TC

(première inoculation). Cette valeur représente donc la comparaison

entre les pouvoirs inhibiteurs des souches V~îrc et TC ( rapport

indiqué VHTc/rC dans le tableau G
2
).

Seuls les résultats soulignés indiquent des différences non­

significati'IFes, ce qui montre que la souche VHl'c est é'.utant inhibitrice

que la souche HF2 (t I,96), et que la souche TC l'est beaucoup moins.

Ces trois tableaux donnent des résultats comparables, ce qui

est normal cnr seule la nature de la première inoculation est impor­

tante.

Les valeurs de p ont été données à titre purement indicatif,

afin Q)apprécier rapidement les résultats.



MJALYSE STA TI ST 1QUE DES POUVO 1RS 1rJH 1G1TEURS DES TRO 1S SOUCHES DE V:ïT..

TABL:::::AU (";2 Analyse des vouvoirs inhibiteurs (VMTc en

deuxième inoculation),

ère ème
t

- ~mn 1 ê s •1 inoc. 2 inoc. p

V~fTc/TC TC/HF 2 ~lF 2 IV~1T c

V~Tc V~Tc 2,4~ 0,53
.. .. ' .,

TC V~Tc 2,3'3 0,35 5,6 5,2 0,6

MF 2 VUTc 2,35 0,53

TABLEAU G
3

Analyse des pouvoirs inhibiteurs (TC en deu­

xième inoculation).

ère 2ème .
t

1 inoc. ilnoc. 0mn lés. p
VMTc ITe TC/HF 2 HF

2 /VHTc

VMTc TC 2,71 0,35

TC TC 3 ,31 0,21 4,7 3,8 l.L!
MF 2 TC 2,87 0,31

1

TABLEAU G4 Analyse ~es ~ouvoirs inhibiteurs (MF a en

deuxième inoculation).

ère ème t

1 inoc. 2 inoc. 0mn 1 é s • P
VMTc/TC TC/HF 2 ~fF 21V~lTc

VHTc HF
2

3 , 14 0,33

TC MF 2 3,61 0,23 2,8 4,3 1,2

MF 2
MF

2
2,92 0,37

..
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Pour voir s'il existe une différence de sensibilité entre

les trois souches de VHl', il suffit d'infecter les plantes avec

une seul.e souche (vr·1T c ou TC ou MF2) en première inocul.a.tion, contre

les trois souches en deuxième inoculation.

Il s'agit donc de comparer, par exemple,

avec P2 = 1 - , soit avec
MF

2
HF2t

(pe.geI7) •

Nous avonsmontré que la moyenne des diamètres des lésions

induites par VMI' c, sans inJ:ribition par un virus, (VMrct ) est signi­

ficativemcmt différente et plus grande que la valeur correspondant

à MF2 (Tableau GI) • Ainsi., pour que PI diffère de P2' il suffit que

la moyellille des diarJètres des lésions induit es par la souche VHr c,

inhibée par la souche VMI'c , la souche TC ~ la souche MF2' soit égale

ou inférieure à ~a valeur correspondant à MF 2 , ce qui est ~e cas ic~.

Les souches VMl'c et HF2 sont donc différent~s du point de vue de la

sensibilité aux inhibiteurs induits par les trois souches de VHl', et

la souche v}ITc est plus seùsible que la souche MF2 •

De même, nous avons montré que la moyenne des diamètres des

lésions induites par VHTc, sans inhibition par un virus, est signi­

ficativement différente et pl.us grande que la valeur correspondant à TC

(Tableau GI ). Pour que les potentiels d'interférence diffèrent, il

suffit donc que la moyenne des diamètres des ~ésions induites par V}~~,

inhibée par l'une. des trois souches, soit égale ou inférieure à la

valeur correspondant à TC~ Cependant, il faut remarquer que. , si cette

différence observée est dans le sens inv8rse, il ne s'agira pas alors

-d'une conclusion opposée -maLs d'une impossibilité de discuter~(Tableau G
7

)

Les souches VMTc et TC sont différemment sensibles aux inhibiteurs

induits par les trois souches ct, la souche VI1rc est plus sensible

que la souche TC.

Un raisonnement identique peut Gtre t e."'lU pour comparer 'les

sensibilités des souche ~Œ2et TC. Il en résulte que la souche rW
2

est

plus sonsib~e que la souche TC.

Nous pouvons donc classer lOD trois souches par ordre de sen­

sibilité croissante aux trois souches: TC, HF2 et VMl'c.



ANALYSE STATISTIQUE DES SENSIBILITES DES T~OIS SOUC~ES DE VMT.

TA9LEAU Cs Analyse des sensibilités (VMTc en preni~re

inocu.lation).

ère 2 ème .
t

lino c. lnoc. 0mm lésions p
V~1T c /TC TC/~1FZ :fFZ/VXTc

ç

VMTc V~-1T c 2.48 0.53

VMTc TC 2, ] l 0,35 .~ 2 , 1 1.2
VXTc MF

2 3,14 0,33

TABLEAU G6 Analyse des sensibilités (TC en première

inoculation).

ère ème t
l inoc. 2 inoc. 0mm lésions p

VMTc/TC TC/MF
2

MF
2

/VMTc

TC VMTc 3,38 0,35

TC TC 3,31 0,21 ~ 3 .3 2,2

TC MF 2 3,61 0,23

...

$

TABLEAU G7 _A~a~~se ~es_ sensibilités (:'1F 2 en première

inocultation).

ère ème t
1 inoc. 2 inoc. ~r:lm lésions p

VMTc/TC TC/MF 2 MF
2

/VMTc

MF 2 VMTc 2,35 0,53

MF 2 TC 2.Q] 0.31 2,3 ~ 2,8

MF
2

MF
2 2,92 0,37



Figure 4 : Variation des potentie~s d'interf~rence

en fonction de ~'interva~~e de temDS en­

tre Zes deux inocuZations.
p

interférence totale

1-1-------------------------------

interférence nulle

______ - - -'0 1 '
Z'
3 '

1
Z
3

_____ --0

- --~
---

- --_.0--- ,..0-,..
;'

./..- ,..
./ ..-...-
;'

o-t,-_&iiiiiiiiiiiiiiiiiiii:i~~~ ..,...----".....------....,.--
3 7 10 15 temps

(jours)
- Le décalage entre la courbe 1 (VMTc ou MF Z inhibiteur) et la courbe l'

(TC inhibiteur) représente la différence de pouvoir inhibiteur entre les souche
VMTc (ou MF ) et TC.

La dilférence est maximale le dixi~me jour ~aprês l~premi~re inoculation.
- Le décalage entre la courbe 1 et la courbe Z représente la différence de

sensibilité à l'inhibiteur entre la souche VMTc et ±a souche MF Z celle-ci est
maximale le septième jour après la première inoculation •

ZOinoc. l°inoc. . Zoinoc. lOinoc.

l VHTc VMTc MF
l

l' V~-1T c
Z TC

ou
l' TC TC

3 MF l 3 ' MF Z
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IL apparaît donc que les souches VHI' c et MF2 ont des

pouvoirs inhibiteurs identiques (test statistique), mois différents

de celui de ID.. souche TC.

Par contre, les trois souches ont des sensibilités diffé­

rentes aux inhibiteurs iï:lduits par chacune d'elles; la souche VMTc

est la plus sensible et la souche TC est la moins sensiblB.

Ces conclusions, obtenues pour l'expérience !l te laquelle

l'intervalle de t~ilpS entre les deux inoculations est do 7 jours, sont

aussi ~alables pour les deux expériences pour les-quelles l'intervalle

de temps est de IO ct de I5 jours.

Par ailleurs, nous constatons que l'interférence maximale

semble atteinte pour un intervalle de IO jours.

Nous avons tracs les courbes des potentiels d'interférence

en fonction du temps séparant les deux inoculations, confondant les

courbes des potentiels de Vlv.ITc (TC ou MF2) par rapport à VMrc ct les

potentiels de VHJ:c (TC ou HF2) par rapport à HF2' les différences

étant trop faibles et non significatives (fig. 4) ~

---------------------------
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DISCUSSION

Nous avons mis en évidence l'existance d'inhibiteurs dans les

plantes, infectécs par trois souchGS du V1-fi', et maintenues à la tempé­

rature optimale de l'une d'elle. Nous avons aussi montré que ces trois

souches possèdent des pouvoirs inhibiteurs différents (m~c et MF2 sont

également inhibiteurs et TC l'est beaucoup moins), et des sensibilités

différentes à ces inhibiteurs (VMTc est plus sensible que MF 2 , celle-ci

l'étant plus que TC)~ Ces inhibiteurs peuvent être de types divers,

soit des polyphénols et des polyphénol-oxydases, soit des protéines

inhibitrices.

IO - Nature des inhibiteurs responsables de l'interférence virale

dill~s les pl~~tes.

Diverses observations ont montré l'accumulation de polyphénols

et l'exaltation de l'activité des polyphénol-oxydasesdans lesp~an'tes, ­

phénoï.'.èncs qui seraient li&s à la ma..'lifestation d'une réaction de défense

des cellules vis à vis d'uil agent infectieux (Kiraly et Farkas, I958j

Williams, I959; I~~uchi et Ya maguchi, I960).

Une étude plus précis0 (Martin, I959) de l'activité de la

pol~~héilol-oxydase chez le Tabac (N. tabac~~ L., var. Samsun) virosé,

montre que celL...... ci augmonte de I63~~ par rapport à ce qu'elle est chez

les plantes saines. L'acc~ulation de polyphénols est aussi décelée dans

ces plantes: acide chlorogènique (+ IO~b) acide 'isochlorogènique et
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polyphénols liés à l'acide caféiquc, les différences s'estompant avec

l'âge de la plante et l'approche de la floraison.

Une étude Dlus récente (Parish et al., 1965) indique que

le phénomène de formation des lésions nécr~tiques fait intervenir les

polyphénols et les polyphénol-oxydases ainsi que d'autres facteurs; une

addition de polyphénols active l'apparition des centres nécrotiques

d'environ 12 heures (souche U
2

de ~'IT sur Nicotiana sylvestris).

Cependant, l'action de ces diverses substances serait aspa­

cifiquc: la production des poJ.:rphénols pr:ut aussi bien ~tre induite par

la présence d'un virus que par une simple action mécanique. Il se pourrait

toutefois, que certaines souches de virus induisent des quantités dif­

farentes de polyphénols, ce qui provoquerait un état d'interférence.

b) urotéines inhibitrices:--_._---------------------
Il est évident de penser que des prot éines a nalogues à

l'interféroil, substance i~~ibitrice induite par des virus chez les ani­

maux, pourraient être compt ées parms l es responsables do l'interférence

virale chez les plantes. (voir annexe) ~

Des essais d'identification de ces protéines ont été effectués

par Loebenstein et Ross (1963) et Sela et Applebaum (1%5) ~

Loebenstein (I%O; 1%3) suggère que la résistance iuduite

dans une partie de plmlte par infection dans une autre région de cette

m~me plante peut ~tre due à ua mécanisme identique à celui de l'inter­

féron.

Un "agent int erf6rant;1 (Iut erfering Agent), eÀ-trait de

Datura str~uonium et Nicotiana tabacwn virosés, est étudié par Loeben-
.. - - ---"

ste:Lnet Ross (I9Gjf:ils'agit d'une protéine de poids moléculail'e

beaucoup plus fQible que celui du virus, différente de la protéine X

viréÙe (Takahashi et Ishil, 1952), qui s'accU!Jlule dans les seuls tissus

infect as. Cet "agent int erféra.'l.t n joue probablement un rôle dans la

résistance induite car sa concentration est plus importante dans les

tissus résistantsque dans les autres ~t son développement au cours du

temps est plus ou moins parallèle à celui de la résistance~ De plus, il

n'est pas spac:i.fiquc du virus.
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Sela et ApplebaULl (1962) ont extrait de plants de Tabac

virosés un "facteur antiviral" (Antiviral Factor), absent dans les

plantes saines ct dont les propriétés ont été étudiées par Sela et al.

(1965). Il s'~git d'une nucléoprotéine à RNA ressemblant à l'interféron

par plusieurs propri8t6s biologiques. Tous deux possèdent une activité

anti~_rale, sont produits seulemont dans les tissus viros8s, diffusent

aisGment d'une cellule infectée à une saine et n'ont aucune spécificité

vis à vis des virus. Co facteur extrait de Nicotiana glutinosa L. infecté

par du Vl'll', ou de Datura stramoni.uEl L. infecté par le virus de la MosaIque

du Concombre, est actif contre divers virus dans des plillltes très dif­

férentes: N. glutinosa (Solanacees), ZillUia elegans (Composées) et

Gomphrena globosa (AmarQlltacées). Il ne semble donc pas spécifique de

l'h8te, alors que l'interféron le serait (Isaacs, 1953). Ce dernier

point est cependant contestable car l'interféron, qui est une protéine

et donc antiGénique, est dosé dans des systèmes ani~aux, c'est-à-dire

susceptible de produire des anticorps et ainsi capable d'amoindrir

l'action de l'interféron, alors que les facteurs antiviraux sont dosés

Ch8Z des plillltes iucap~01es do produire des anticorps.

Ces substances iilllibitrices extraites de plantes ne peuvent

être admises avec certitudes comme étant dos interférons dégradés par les

méthodes d'isolement, tout en conservant certaines de leurs propriétés.

En effet, dans les cas cités ci-dessus, les substances inhibitrices sont

isolées à partir de Tabac (N. glutinosa L., ou N. tabacum L.), infecté

par du V1fi; Loebensteiù et Ross,et Sela et Applebaum auraient donc dQ

obtenir la même Substw1ce ou des substmlces ayant des propri8tés très

voisines.

20 - Interprétation des résultats.

Il reste à essayer d'interpréter les différences enregistrées

entre les propriétés d'interférence des tr s souches do var.
Les souches VMTc et MF

2
inhibent également la souche v}Œc

(ou la souche MF2); ce fait suggère que les substances inhibitrices

synthétisées sont identiques. Il est donc logique de penser quo la (ou

los) substmlce inhibitrice induite par la souche" TC serait aussi identique~
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mais produite à un degré moindre, ce qui expli~uerait que les souches

sont moins in.hi..bées par la substance induite par la Gouche TC que par

celles induites par las autres, la quantité de ribosamcs normaux restant

alors relativement plus iï.lportante quand la souche TC produit la sUD$­

tance inhibitrice (voir Annexe:Mécanisme d'action de l'interféron, par

Marcus et Salb, I966).

Il est plus difficile d' e~~liquer pourquoi la souche HF2 est

moins inhibée que la souche ~·~c par la souche V~Œc (ou la souche }]F2)~

Cette sensibilité vis à vis d'une substance inhibitrice donnée pour-

rait ~tre liée à la synthès8 de prot&ines seco~daires par le virus

(Marcus et Salb, I9SS) , réprimant, pGr exemple, plus ou moins les sites

des ploysomes composés de ribosomes et de T.I.P. (Translation Iru1ibito-

ry Protein ). Gosh et Gifford (I965) ont mis en évidence une telle

protéine dans les cultures de cellules embryonnaires de Poulet, protéine

qui code pour "déréprimer" le codon. de la thymidine-kinase du génome

cellulaire. Ils ont étudiil deux souches du virus de la vaccine, une

souche norm&le ct un souche th~TIidine-~_nasc-j la multiplication de la

souche normale est accompagnée de l'augmentation de l'activité de la

thymidine-ki~ase, alors que la souche mutée ne l'est pas. Un traitement

des cellules par l'interféron entraine une inhibition de la multiplication

du virus, de l'a ctivité de la thymidine-kinase et donc de l'incorpo­

ration de la thymidine daîs l'ADN des virus.

La production do cette protéine secondaire peut d'ailleurs

varier avec les conditions dans lesquelles se trouvent les cellules

hôtes et les virus, notamment a vec la température. En effet, il sc~-
,-

blerait que- -la production st l'action de l' int erféron sont liées .auX

condit ..Lons de tempéré:tture auxquelles sont maintenues les cellules et

les virus. Ruiz-Goffiez ct Isaacs (I9S3a) ont étudié onze Virus d'animaux

dont les températures optimales varient de 32:' C à 420 C et ont !llontré

une bonne correspondru1ce entre la température optimale de .développement

et la sensibilité de ces virus à l'interféron. D~1s un second article

(I963b), ils mettent en évidence que les Virus aymlt les températures

de multiplication optimales les plus elcvécs induisent la synthèse la

moins grande d'intcrf§ron.
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Nos expériences, effectuées à la température moyenne de 2~C

voisine des températures opt~nales de dévcloppem~nt des souches v}Œc et

MF
2

(souche thermosensible GO rrultipliili.t d'une façon optimale,sur une

tres large pla0e de température) sont en accord avec ces faits. Il semble

que la production de substances inhibitrices est d'autant meilleure que

les souclles inductrices sc développent à leur température optimale et

d'autant plus faible que la te~pérature opti~ale de développement du virus

est élevée.

Il serait é~_de~~ent intéressant de contrôler ces faits par

une étude effectuée à la température optL~ale de développement de la

souche TC, soit 3SoC, mais, au delà dG 28°C, le processus de défense des

plantes hypersensibles sc trouve illi~ibé; les virus diffusent alors dans

toute la pL:mte et il n'y a plus formation de lésions locales. Par ailleurs,

l'étude future de l'action de l'actinomycino-D permettra do préciser le

rêlle ct la nature des subGtéU1.ces concourant à la forr:J.atiolJ. de l'état

d'interfércnce, dans les plQUtes infectées par le V~ITc et ses différentes

souches.

Riml ne permet donc d'affirmer, dens les conditions actuelles,

si les protéines responsD-blos de l'intcrfér ::'11ce virale dans les plantes

sont ou non des interférons. Il s'agirait, cependant, de substances vrai~

semblablement très voisines, pinon identiques, et dont les mécanismes

d'action seraient ~LalOgUOS à ceux des interférons décelés chez les

animaux. Aucun fait n'a pu encore contredire cette dernière hypothèse;

les substances extraites par Loebenstein et Ross (I963), et Sola et

Applebaum (I%5)· ne seraient en fait que des -produits de -dégradation 'de

ces iüterférons. Les conclusions des observations de l'ét2t d'interférence

virale chez 10s pla-ilt 0S ne different de c elles qui sc rapport ent à l' in­

terférence virale chez les ~~maux, ce qui tend à démontrer que les prin­

cipes inhibiteurs induits dans les plantes seraient des interférons ou

des L"L.'1alogues d'interféron (ltint erféron-lik0 il ) ~ Ces substances pourraient

d'ailleurs agir sL~ultanément avec leG' polyphénols, cc qui est très vrais­

semblable.
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CONCLUSION

Cette courte étude a permis de confirmer les travaux de Lee­
benstcin et Ross sur l'existence d'uno résistance acquise dans les

Tabacs (Nicotiû.D.a tabaculil L., var. Sam'JUn NU).

Elle a aussi permis de mettre en évideilce l'exist~ce de

différences entre trois souches du virus dG la mosaïque du Tabac, tant

du point de vue de la production de substance interférante que sur le

plan de la sensibilit& à cette substance.

Cette étude a conduit à vérifier que la production maximale

d'inhibiteur est duc au vil~US qui se multipl:i.eà sa température optimale

et que le virus qui possède la température optimale de développement la

plus elevée, produit le moiùs d'inhibiteur. Cette dernière constatation

en accord aVGC celle de Ruiz-Goillez et Isaacs, tend à démontrer la nature

d'interféron de la substance inhibitrice induite par le VfIT dans les

Tabacs.
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ANNEXE

Défiûition, production et méc~lisme d'action de l'interféron.

IO - Définition.

Pour ~tre considérés comme des interférons, les inhibiteurs

doivent avoir, selon Lockart (I96S), les propriétés suivantes:

I- l'iùhibiteur doit être une protéi~0 et doit ~tre produit

par les cellules traitées avec la substance inductricG;

2- l'effet antiviral ne doit pas résulter d'effets toxiques

non spécifiques sur le métabolisme cellulaire;

3- l'interféron proposé doit inhiber la croissance des virus

dmls les cellules par l'intermédiaire d'un mécanisme

intracellulaire mettant en jeu la synthèse simult~1ée de

protéine et d'acide ribonucléique par les cellules;

4- l'inhibiteur doit être actif contre une gamme de virus

non apparentés.

Ces propriétés ne sont pas suffisantes, mais aucune autre ne

peut être présentement avancée sans restriction; ainsi en est-il de la

spécificité de production d'interf&ron des cellules h8tes ou des condi­

tions de stabilité des iahibiteurs à divers pH.

2° --Production.

Divers auteurs ont étudié les mécanismes de production de

l'interféron par les virus. Ces problèmes n'ont cependant pas été tota­

lement résolus et seuls des schémas hypothétiques ont été proposés. Il

en est d'ailleurs de même pour ce qui concerne les mécanismes d'action

de l'interféron.
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Burke (1966), s'appuyant sur les travaux de Heller, Wagner

et Reich, résume les mécanismes de production d'interféron par les

virus en trois étapes (voir schéma):

I~ invasion du virus, suivie do la décapsidation du virus

et de la mise err liberté de l'inducteur de formation de

l'intorîéron;
2- interaction de l'inducteur et du génome de la cellule

h~ha conduisant à un processus semblable à la dérépres-

sion;

3- synthèse de illTA-messager de llinterféron qui entraine

la synthèse de l'iilterféron et de quelques autres pro­

téines L~pliquées d~lS sa production.

3° - Mécanisme d'action.

Un modèle du mode d'action possible de l'interféron a été

proposé par Marcus et ses cooaborateurs (1966) (voir schéma). Une ou

plusieurs molécules d'interféron agiraient pour fldéréprimct ' un cistron

de la cellule hôte, initiant la transcription du RNA-messager, le TIP-mP~A

qui code pour la TIP (Tral1.s1ation Inhibitory Protein) .Celle-ci est

synthétisée ct accumulée dans le cytoplasme où elle se lie aux ribosomes

et forme des unités de ribosomes-TIP. Les polysomes composés de ribo­

so~es-TIP et de m-R~A cellulaires sont traduits normalement; par contre

les polyso~es formés à partir de ribosomes -TIP et de RtTA viral ne sont

pas traduits, produisant un état d'interférence.

Dans le modèle proposé par Harcus et Salb, le RNA viral n'est

plus répliqué dfuLS les cellules complètement bloquées par l'interféron.

Des considérations quautit;tive~, sur ce dernier point, suggèrent la

possibilité qu'aux faibles concentrations d'interféron, ou plus exacte­

ment de TIP induite par l'interféron, quelques messagers viraux accrochent

suffisemment de ribosomes normaux pour transcrire un segment significatif

du génome viral. Des polysomes viraux co~posés de ribosomes normaux et de

ribosomes inhibés par du TIP peuvent provoquer la synthèse limitée de

certaines protéines spécifiques du virus, expliquant probablement les

divers degrés de fonctionnawent du génome viral dans les cellules traitées

à l'interféron (Levy, 1964) et le fait que l'interférence est rarement

absolue.
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