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INTERFERENCE EWTRE TROIS SCUCHES

DU VIRUS DE LA MOSAIQUE DU TABAC

INTRODUCTION

La résistance acquise & un virus des plantes, encore appelée
immunité, a été démontrée par Price, en I¢35, sur Zinnia elegans infecté
par le Virus de la MosaZque du Concombre, et confirmée, en I95I, par
Bennett avec pnlusieurs virus de la Pomme de terre,

I1 a 4té ensuite démontré que l'infection d'une partie de
plante veut induire la résistance & une infection ultérieure, dans une
autre partie de cette m@me plante (Gilpatrick et Weinﬁraub, I952); quand
les feuilles les plus basses d'un Oeillet (Dianthus barbatus) sont
inoculées avec ume souche nécrotique du Virus de la Mosalque de 1'Oeillet,
les feuilles apicales deviennent résistantes i cette souche,

Par la suite, Yarwood (I953) et Ross (I959; I96Ia) étudient
la résistance localisde, induite par le Virus de la Mosaigue du Tabac,
chez des plantes hypersensibles (Haricot et Tabac);

L'hypothése possible d'une inhibition compétitive et de la
prémunition semble écartée par suite de l'absence de virus dans la partie
résistante (Weintraub et Kemp, I9%I). .

‘ L'immunité, résultat de l'interaction entre un virus et sa
"planfé-hafé,ﬁﬁéﬁiméﬁfe ébﬁ%é?%é”géi deé Vifa;_EVifﬁé“dé la Négroéemdu
Tabac) différents de ceux contre lesquels elle serait utilisée (Virus de
la Mosaique du Tabac) (Loebenstein et Ross, 1953). L'interaction apparente
entre les deux virus est appelée interférence (il s'agit en fait d'une
interaction du type virus—plante—virus);

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

vis & vis des virus, sujet tres controversé par les auteurs, ne semble pas



non plus absolue. En effet, la résistance induite par la présence du
virus de la Mosalque du Tabac (V M T) dans une plante-h8te appropriée,

est manifestée'nog#eulement contre le V M T mais aussi contre le Virus

de la Nécrose du Tabac, celui de la Mosalque du Navet et ceux du
"Ringspot' du Tabac et de la Tomate., La résistamce n'est toutefois pas
aussl grande contre.ces wvirus qu'elle l'est contre le VM T, mais chacune
de ces souches induit une résistance analogue 4 celle induite par le VMT,
(Ross, 1961Ib).

En I953, Rulz~Gomez et Isaacs ont montré, dans une étude
effectuée sur onze virus différents d'animaux, que la sensibllité de
chacun a l'interféron, substance inhibitrice induite par ¥e¢ virus, est
maximale lorsque celui-ci se dévelop?e a sa température optimale et que
la production d'interféron provoquée par le virus est d'autant moins
grande que celui-ci posséde une température de dévelopnement élevée,

Possédant au laboratoipe trois souches de V ¥ T, qui
différent par leur thermosensibilité, nous nous sommes demandés si elles
pourraient aussi se¢ caractériser par des capacités différentes d'induire

des substances inhibitrices et leur sensibilité & ces substances,




MATERIEL EI METIODLS

I° - souches de virus.

souche VifTc

Cette souche est la souche dite "'commune® du VT, conservée
paf passages successifs sur des Tabacs (Nicotia-na tabacum L., var.White
Purley). Ille est trés stable et est transmise uniquement par voie méca-
nique (ou par greffe) (Limasset et Darvoux, ISS5I).

Son inoculation & des Tabacs provoque une déformation trés
nette des jeunes feuilles etuganisme accentué se traduisant par une
diminution de la hauteur des entre-nce uds et un développement plus faible
des feuilles (Pavillard, I¢53; Hirth, I958). Des Tabacs (N. tabacum L.,
var. Judy Pride), agés de deux mois, et placés & 24°C et 803 dthumidité
en serre stérile, présceatent les symptdmes classiques de la Mosaique:
déformation foliaire et nanisme; les premiers symptdmes apparaissent
généralement 5 & 7 jours apres l'inoculation, 24°C est la tempirature
ovtimale de multiplication du virus. A 335°C, aucun symptdme de mosaique

n'apparait (Lebeurier et Hirth, I955),
souche TC : ‘

I1 s'agit d'une souche thermophile du Vil (Lebeurier et
Hirth, "1955). Des Tabacs (¥. tabacua L., var, Judy Pride), inoculsds et
laissés a 24°C, ne montrent l'apparition d'aucun symptdme: ni déformation
des jeunes feuilles, ni arrdt de la croissance des plantes., 4 35°C, une
mosaique nette apparait sans &tre toutefois accomnaznée de déformation
foliaire, La température optimale de multiplication se situe entre 32°C
et 35°C.



souche MF, :

Cette souche thermosensible a aussi été isolée pa Lebeurier
et Hirth (I956). Elle induit la formation de symptfmes trés doux: pas
d'arré% e croissance et seulement de légéres déformations sur les Jjeunes
feuilles. Cette souche se développe d'unc maniére optimale sur un trés

large intervalle de température : de I6°C & 3200,

2® - plantes hdtes.

Les trois souches de VMT sont multipliées sur des plantes
répondant & l'inoculation par une infection généralisée (systémique);
iﬂ?'agit de Nicotiana tabacum L. dans tous les cas, mais de variétés
diverses: Judy Pride, White Burley ou Samsun.

Le pouvoir pathogéne'est évalué & 1l'aide de plantes hyper-
sensibles répondant & l'inoculation par des lésions nécrotiques et possé-
dant le géne N des Tabacs Nicotiana glutinosa L. (Holmes, I930). Des
Tabacs, N. tabacum L., var. Samsun NN, sont utilisés pour toutes les
expériences (Ross, I96Ib). Ces plantes crolssent en serre stérile & tem-
pérature de 25°C (£ 2°C) et maintenue & un degfé hygrométrique de 80%.
Un appoint d'éclairage leur est fourni en hiver, Elles sont semées en
serre stérile, repiquées wws bout de trols semaines et mises en pots de
I7 4 I% cm, & 1l'8ge de six semaines, puis utilisées & 1'8ge de I0 4 I5

semaines; elles ont alors 7 & 9 feuilles de 8 & 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 dc VMI' sont multiplides sur des Il..
découpés dans des feuilles de Nicotiana tabacum L., var. Judy Pride.

Ces disques sont mis en survie en milieu minéral de Knop dilué au tiers
de sa concentration, dans des fioles a toxine nlacées dans des bacs

thermostatés a I8 C nour la souche MFE,'é 24° C pour la souche VITc et

vy

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

juy



TABLEAU A : Caractéres des solutions—-méres utilisées

Souche Longueur d'onde * Concentrations des
solations en ug/ml
260 280 260/280
VMTc 648 542 1,195 - 201
TC 655 552 1,186 203
MF2 668 560 1,193 207
-
L

% Les longueurs d'onde utilisées sont exprimées en nm ( = 10—&).
Le rapport 260/280 exprime la quantité& relative de proté&ines
virales et de nucléoprotéines ; un rapport &gal 3 1,2 corres-
pond 4 une préparation riche en nucléoprotéines,

Densité Spectre d'absorption en UV des solutions utilisée
optique

1,000

. . ' ,
220 100 Longueur d'onde (nm)




sa température optimale;

Les disques sont inoculés en frottant doucement leur surface
A l'aide d'une spatule en verrc, aprés dépdt d'une goutte (0,I ml) de
suspension de wvirus & 200 pg/ml et de célite (hyflosupersel - 50 mg/ml) .
T1ls sont récoltés au bout de 5 jours (36°C) ou de IO jours (I8 et 24°C)
et congelés a _IBOCf

4° - technique de purification du virus.

Les disques congelés sont broyés au mortier en présence de
sable de Fontainebleau stérile et de tampon phosphate (0,0IM); ClNa (0,9%
pH= 7. Le broyat est centrifugé & I3C0 g pendant IO minutes (centrifugeuse
Jbuan); le culot est éliminé et le surnageant est centrifugé 4O minutes
3 20 000g (centrifugeuse Serwazll). Le culot est éliminé et le surnageant
est ultracentrifugé & I05 000 g pendaat 2 heures (ultracentifugeuse
Spinco Modele L 2, et Rotor 50 Titane). Le culot est ensuite repris dans
du tampon phosphate- E.D.T.A. 0,0I M; pH = 7,0, dans le but de détrmire
les ribosomes 70S et d'éviter 1l'adsorption de protéines et de nucléo-
protéines normales de plante sur les virions (éinosa 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 con”elateur a =20°C,

Avant utilisation, les suspensions sont centrifugées dans un
sradient de chlorure de césium (densité initiale = I,3I) afin dt!éliminer
ime—----les protélnes normales de la plante et les capsides, puls sont dialysées =
contre de l'eau, En effet, le gradient de Cs ;best un gradient de densitéy

les particules légércs (protéines normales et capsides) sont séparées des
particules lourdes (VMI).

Le rapport des densités optiques lues éu spéctrophotométre
(TABLEAU A) & 250 mm et 280 nm est alors de I,20 pour chacune des trois

suspensions. Les absorptions de lumiére de ces longueurs d'onde sont
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T—— gélose 3 1 %
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d'élution ° 4M/100

U Collecteur de fractiorn
Beckman automatique

Montage de la colonne




fonction de la quantité relative de protéine (maximu m d'absorption a
280 mm) et d'acide nucléique (maximum d'absorption & 260 nm) dans le
virion; Le rapport de ces deux densités est donc constant pour un virus
donné (I,ZO'pour le VMC). Les suspensions mne contiennent donc que des
virus complets; En multipliant la densité optique lue & 260 nm par le
coefficient dlossinchion caractéristique du VML (0,3I) et par I 000, on
obtient la concentration en yg/ ml.

Afin d'obtenir des suspensions virales contenant le plus
possible de particules infectieuses (300 nm de longueur), les solutions
recucuillies aprés passage sur gradient de chlorure de césium sont cen-
trifugées & 26 000 tours par minute pendant 25 minutes (Ultracentrifu-
geuse Spinco Modéle L2, Rotor 40); Les surnageants contenant des parti-
cules incomplétes sont éliminés . Les culots sont repris dans le tampon
phosphate (0,0I M)~NaCl (0,9%), pH=:7,0. Ce tampon a été choisi en accord
avec les travaux montrant ll'accroissement du pouvoir infectleux du virus
en présence do.KaHPoh et de NaZHPO4 (Stanley, I935; Thornberry, I935;
Yarwood, I952).

' On vérifie que les solutions ont effectivement été& enrichies
en grandes partcules (300 nm), donc en particules infectieuses, en effec-
tuant une chromatographie sur colomne de géloée, suivant la technique
de Steere (I963). Une colonne de I cm de diamétre sur I00 cm de hauteur
est remplie de gélose Agar Difco & I% en E,D,T.A. C,0I M, calibréc en
particules sphériques de 40 & 60 mesh., Lc débit de la colonne est alors
de 4 é 6 ml & 1l'heure. Lt'ampoule contenant le tampon d!'élution est fixée
en bas de la colormne afin d'obtenir une légére dépression sur la colomnc
et afin d'éviter le tassement des particules de gélose, Le tampon d'élu-
tion utilisé est de 1'E.D.,T.A, 0,0 M, celuil-ci ayant pour avantage
“d'éviter 1l'agrigation des particules virales. T

La courbe obtecnue par lecture'spectrophotométrique des sus-
pensions de VMIc concentré par ultracentrifugation lcente (fig. I) montre
un pic plus elevé et &troit gue celul correspondant au VMc n'ayant subd
qu'une seule purification, ce qui indique que l'on est en présence dtune
population plus homogéne;



Figure 1 : Densttés optiques des fractions recueillies apris
chromatographie sur colonne de gélose 1 %,

00Qy

2504

—~-4

~—0

10 fFractions

La courbe obtenue par lecture spectrophotométrique des suspensions
de VMTc;concentré par ultracentrifugation lenteymontre un pic plus Eélevé 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 homogéne.

o———o VMTc concentré& par Spinco & 26 000 t/mn

———9 VMTc extraction normale
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50 — évaluation dec l'interférence.

La méthode cmployée s'inspirc de celle qui a été mise au

point par Ross (IS6Ib). Deux possibilités nous sont offcrtes pour mesurer

‘nos résultats: compter lc noumbre des lésioms ou évaluer lcur taille,

Nous avons choisi la scconde solutlon, tcmant compte des travaux de Ross
(I965): “L'effot attondu sur la taille des lésions cost souvent boaucoup
plus important ct plus roproductiblc que ceclul sur lc¢ nombre, ct ua effct
sur la taillc appara?t souvent plus t8t ct sans aucume conséquencc sur le
nombrc des lLésions',

Les jeunmes plamts dc Tabac (N. tabacum L;, yar. Samsun NN),
8gés de 2 & 3 mois, sont cntrcposés dans ume sallc & tampératurc relati-
vement comstantc (20° & 24°C) ot de taux d'humidité assez faible (60 &

80 %); clics sonmt étét’cs jours avamt la premiérc inoculation, de
fagon & accrofltrc lcur scmsibilité par umc croissance rapide, cc qui peut
cncorc 8tre augmenté par unc mise 4 l'obscurité pendant lcs derniércs

24 heurcesy trois fcuilles de taille aussi scmblables que possible somt
laissées sur cha-quc plantc; Les demi-feouilles gauches sont imoculées,

en premlcer, avec unc solution de virus hautemcnt imfecticux a g/ml,
aprés avoir été saupoudrécs avee de la célite. Quclgues jours plus tard
(3 4 I5, selom l'cxpéricmce), leos dan-fouilles droitos sont inoculécs
avec unc solutienm viralc & O,OBIPg/ml;

Il faut moter que leos trois demi-feuillces gauches do chaquec
plantc sont toujours imfectées (premiérc inmoculation) avec la mdme souche
de virus, alors que les trois domi-feuilles droites sont infectéos (dou-
xieme inoculation) awec trois souchoes différentes. Ainsi, chaque virus

de la sccondce imoculation répond & 1l'irhibition incduite par un scul virus

(cn admcttant, ce qui ‘cst wvraisscmblablc, qutil hfy“éitvpas intofacfion
des virus de la douxiéme inoculation); Lc cas inversc nc pecut sc concovoir
car les substances imhibitrices imduites diffuscraicnt alors dans toute la
plantc; l'iphibition du dévcloppement du virus doc la sccondc inoculation
Scralt due a l'action simultanéc deos substances induites par lcs trois
souchcs;
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TABLEAU B :

Schéma des inoculations réalisées

pour évaluer l'interférence virale.

En premieére inoculation, chaque plante n'est infectde que par

un seul virus (ou du tampon);

infectée par les trois virus.

R

plante n° I a 3 _ L a 6 7 a 9 I0 a 1I2

é {-feuill (IS1inoc) [ (2%inoe) [ (Ifinoe) | (25inoe) [(ISinoe) | (2%inoe) [(ISinoe) (aginoaﬁ
eml~-1eu e gauche droite gauche droite gauche droite gauche droiteE
Iéf ®feuille{ tampon | VMIc VMT ¢ UMD ¢ TC VM ¢ MF, VMT ¢
2% reuille tampon TC VMTc TC TC TC MF, TC
3™ eoyi11ef tampon MF 5 VMT ¢ MF TC MF, MF, MF,

ére . \ E

I7="feuille§ tampon TC VML e TC TC TC MFZ TC
2enefeuille tampon | MF, VT ¢ MF 5 TC MF, MF, MF
3 Tereuille tampon VMT ¢ VMT ¢ VML ¢ TC VMT ¢ MF, VMT ¢
I sre feuillej tampon VMT ¢ TC
2 Eefeuille tampon VMTc VMT ¢ VMT ¢ TC VifT ¢ MF VMT ¢
3% rouille tampon TC VMT ¢ TC TC TC MF, TC

en seconde inoculation chacune est
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Scpt jours plus tard, lecs dlamétres des lésions apparucs sur
les dami-fouilles droitces scont mesurZes a 1l'aide d'un microscopce équipé
3mm); la dimension D (fig. 2)

d'unc lésion résultc dc la moycnne cntrce deux mesurcs A ¢t B cffectuées

d'un micrométrce oculairc (précision de IO

perpendiculaircement sur la lésion. En cc qui conrcerne les témoims, la -
pramiére inoculationr cst réaliséc cmn frottant la demi~fcuille gauche
avcédu tampon phosphatc=NaCl, Il a été montré quc los lésions mécani-
qucs; aussl bicn quec les lésions viralcs, induiscnt la synthésc d?'inhi-
bitcurs dc typc polyphénols (Martin, IS59; Farkas ct al;; 1960). En

vuc d!'élimincr, ou tout au moimns dec diminucr, lc factour d4''"individua~
1ité" dc répomse de chaguc plantc, lcs sccondes imoculations sont
réalisécs on effcctuant unc rotation sclon le tablcau B, Chaquc oxpé-

rience cxdge donc un mindnum de I2 plantes;
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zone dessé&chée.

zone verditre-

Zone
i zone sombre-

nécrosée -
zone vert-pdle.

zone verte, normale.

Diamétre : = D

- © Figure 2 : Mesure des lésions,



TABLEAU C ¢ Vérification des propriétds

des trois souches de VMT,

) - ) Concentration O
Scuche Tempenaturg ug/disque % par rapport a VMTec
VMTc - 308 100
TC 16° ¢ 56 18 J
MF1 - 144 47
MF2 : 292 935
‘VMTc 26 100
TC 720 ' 2 770

36° C

ME) | 6 23
MF, 6,5 25

Le chiffre donné en concentration de virus par disque
est la moyvenne de quatre dosages effectu&s chacun sur un grou-
pe de cingqg disques., Il apparait nettement que la souche TC est
une souche trés thermophile et que la souche MF2 est une souche

thermosensible,
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I° -~ wérification des propriétés des trois souches de VML,

Nous avons wérifié que la souche MF2 est unc souche thcer—
mosensible, ct qu'ellc sc développe comne la souche VMTc a toutcs lecs
températurcs, ormis les températurcs supra-optimales et, que la souche
TC est un souchc thermophilc ot sc dévcloppe donc trés bicn a ccs
tcmpératures supra—op.-malcs;

Nous avons mis en culture, dans des fioles a toxine thormo-
statées & I6°C ot a 36°C, des disques découpés dans des feuilles de
N. tabacum L. var. Judy Pride, inoculés avcc des solutions virales a
200 g/ml; Quatrc fiolecs sont maintcnues & chague température, chacune
contenant 20 disques infectés par du Villc, du TC, du MFI ou du MFZ;

La souche MFIcst aussi une souchc thermosensible du VME, ayant la parti-
cularité d'induirc la formation de lésions nécrotiques a des températures
inférieurcs a 24°C ; sur N, tabacum L,, var. Judy Pridc, alors que les
autrcs plantces s'y développent d'une fagon systémique; Cette souche MFI
est utilisée comme souche comparative de la souche MFZ;

Les disques sont récoltés 7 jours apres l'inoculation, broyés
par groupc dac 5 et dosés sérologiquement,

Le dosage sérologique des protéines virales est effectué
selon la méthode de Folin ctCiocalteu (I%527), modifiée par Lowry et ses
collaborateurs (I95I). Cette méthodec a ¢té appliquée par Lebeurier ot

Hirth (I966) au dosagce des quantités de VMD dans les feuilles et disques
de fouilles de Tabac. Elle permet 1'évaluation des quantités d'antigéncs
viraux variant dec IO &4 I20 Lg/mi; L'un des avantages majeours de la
méthode réside dans lc fait qu'clle ne nécessite pas la purification
préalable du virus, par suite de la tres grande spéci~ficité de 1'anti-
sérum de VMI obtcnu par injecction, & des Lapins, de suspensions de virus
hautemont purifiées.

Le tableau C domnc lc résultat des dosages pour chacunc dcs
souches et pour lcs deux tcmpératures;



Figure 3

.

Evolution de la concentration virale

dans les feutlles aprés la premidre

inoculation,
Quantité de virus
dans

(%/3)

les feuilles inoeéulZes

300,

200,

100.

T ! temc
5 6 8 (jours

Les quantit&s de virus présentes dans les plantes varient identi-
quement pour les trois souches,

atteignant un maximum d8s le cinquiéme
. Yours. _ .

o————o0 VMTc

¥———X MF
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Il en résultc que les souches VMIc ct MF2 sc dévcloppent
identiquement & I6°C, mais quc la souche MF2 sc développe quatre fois
moins que la souche VMIc a 36°C (5 jours de culturc): la souchc MF, cst
donc bien thermosensible. La souchc thermoscmsible MFI se dévecloppe
d'ailleurs identiquement & la souche MF, & 36°cC.,

De cec tablcau, il découle aussi quc la souchce TC se développe
de 24 a 30 fois plus que la souchec VMIPc & 36°C, ct dec 5 & 6 fois moins
quec la souche VMPc & I6°C: la souche TC cst donc unmc souchc trés -
thcrmophile;

2° -~ évaluation des concentrations virales dans los feuilles apres

la promiére inoculeation.

Afin d'obtenir des résultats comparables, nous avons dosé
la quantité dc virus daans les plantcs apres la premiére inoculatiom.

Ce dosago s'imposait car les taux de multiplication des trols souches
de virus dans les plantes a infection génréralisée sont différemts, a
la températurc comsidéréec (22°C).

Les plantes sont préparées aimsi qutil est décrit page 8.
Elles sont infectées avcé unc solution de wirus & 2 pg/ml, ce qui
permnet de réaliser unec virose trés “nt.ise sur chaquc demi~-feuille
frottée. Chaquc plante est imoculée avec unc scule souche; I2 plantes
(4 pour chaque souchc) sont traitées ainsi, L'inoculation cst effectuée
sans rotation, afin de se placer exactement dans les conditions des
expériences &!évaluation des potenticls d'interférence. I, 3, 5, 6 ou
8 jours aprés l'inoculation, les demi-feuilles sont récoltées, pesées
et ‘broyées afin de doscr sérologiquemcnt les quantités de virus pré-
sentas.

Les résultats (fig; 3) montrent que les trois souchecs donnent
des quantités scmblables de virus, cing jours apres l'inoculation ct
que la cinétique de développement parait Btre la m@me dans les trois
cas. Ceci s'explique aisément car la concenmtration de virus, utilisée
ost largement supéricurc & la concontration de Virus meems (0,5

E,'/lui/
permottant l'obtembion de lésions isolées. Dans nos conditions, loép



TABLEAU D

Variation de la taille des léstions

néecrotiques en fonction de la tem-

pérature,

Température Souche Nombre de ﬂ(mn)lésions Taille relative

movenne mesures

- VMTc 60 2,60 100

17° ¢ TC 60 2,28 88

MF, 60 3,16 121

YMTc 60 4,31 100

22° ¢ TC 60 3,49 81

MF, 60 4,17 97

VMT ¢ 30 4,92 100

28° ¢ IC 30 5,26 107

MF, 30 4,87 99

Les souches soulignées sont celles qui donnent
" les léstons les plus grandes ; la température correspondan-—
te est la température la plus proche de la température op-—
timale de développement du virus. '
¥ 'évaluation est faite par rapport & la tatlle des

léstons induites par l'inoculation du VMT,..
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lésions, trés rapprochées (300 4 500 par demi-fouille), sont rapidement
coallecscentes, ce qui détermine un desséchement de la feuille dés le
cinquiéme Jour aprés l'inoculation. On nec pourra donc cxpliquer des
différences d'inhibition, lors dec la seconde inoculation, par l'existcnce
de quantités différentes de virus dans les plantes aprés la prcmiére
inoculation. '

2° - actionr de la tompératurce sur l§§aille des lésions.
Ay

Des ecxpéricnces préliminaires nc comportant qu'une scule
inoculation dec virus (0,05 ywg/ml) ont été réalisées & différentes tem—
pératurcs; Pour chaque imocUlation ct ceci avee chagque souche de virms
une double rotation est effcctuée sur chaque plantc, selon lc schéma
suivant, cecl dans lc bvt d'éliminer 1'ceffet dc position des feuilles
sur chaque plante;

I° plante 2® plante 3° plante T
gauche droitec gauchae droite gauc e |droite
Io fewille | WMIc VM ¢ TG MF, MF, TC
2 feuille TC TC MI*"‘2 VML ¢ VMI'c M.F2
3° feuille Pﬂ?a MFB VML ¢ TC TC VML ¢

Les plantes sont laissées 7 jours & chague tcmpérature;
Cing lésioms, prises au hasard, sont mesurées au centrc de chaque
feuille ot un minimum de trente mesurces cest oxigzé pour avoir um résultat
statistiquenent valable, Trois plentes , au minimum,soat donc nécessaircs
pour effectucr ce test.

Trois cxpéricmces ont été réalisées: & température moycmme
de I7°C (£ 22C), a 22°C ( + 2°C) et & 28°C ( + 22C), Les résultats sont
donnés par le tablcau D. Pour chagque souche, la taille des lésions croft

cn fonction de la température, mails lecs lésions les plus grandes sonmt



TABLEAU E : Détail des mesures effectudes.

Lésions induites par la 2¢me inoculation

Nombre de
jours entre
les 2 inocul, ectures

Movenne des @ des lésions (mm)

Témoins| Tests|%Z=(test/témain)l0

Les gquatre expériences ont &t& effectuées les unes apris les
autres j cependant, 1'3ge des plantes et les conditions de l'expé- :
rimentation sont les mémes dans tous les cas afin de rendre compa-
rables les résultats, On constate donc une interférence maximale
dés le dixiéme jour aprés la premiZre inoculation., Chaque plante
regolt en premi&re inoculation une soguche et en deuxiéme inoculation

les trdis souches,



fournics par la souchc thermosemsiblce MF2 4 I7°C, par la souchec cormmnce
VMTc & 22°C ct par la spuchc thermophilc TC & 28°C.

Pour chiaquec souchc, nous censtatons quo la moycnnc des dia-
metros dos lésions induitces varic beaucoup sclon la température de 1t ox-~
‘péricnco; cettc variation cst de 30% cnvirch ct les différenccs obscr—
vécs sont significativcs;

A unc tcﬁpératurc donnéc, nous constatoms quec les moyenncs'
des diamdtres des lésions incduitcs par chacunc des trois souches sont
différcntesy lcs valeurs obscrvées ne sont pas toujours statistiguemanmt
différcntes, car les variations resteont faibles (5 & I0%); mais 11 faut
constator que clest la souche qui sc dévcloppe & la tcmpératurc la plus
proche Uc sa teapératurc optimale de développement qui donne les tailles
des lésiomrs lcs plus grandos;

- Cottc cxpéricnce montre que la tompérature entrafne un com-
portcment différent des trois souches, ce qui conrfirme que nos trois
souches sont différentos.

La tcumpératurc dec 22°C a été choisic comme tampératurc de
nas expéricmces ultéricures parcce qulelle sc trouve 8tre voisine de
la tompératurc optimale dc dévcloppcment dos souches VMEe (24°C) ot
MFa(soucho thermoscnsible); la tampératurc optimalo du TC (36°C) no
permict pas 1l'étude des potenticls A'interférence tcl que nous l'envi-
sagoons (mesurc des diamétres des lésions) car, au deld de 28°C, les
lésions nécrotiques sc forment mal ot deviennent diffuscs; & 36°Cj; aucune

lésion ne se forme ct 1l'infoction devicent gémnéralisée,

#9 ~ &4tude des potentiels d'interférence des trols souches .de virus.

L'étude de l'interférence a été réalisée en suivant le pro-
tocole expérimental décrit pagesq® et 44

Le tableau E donne le détail des mesures des 1lésions pour
quatre expériences différentes, en fonction du temps écoulé entre les
deux inoculations, soit 3, 7, IO, et I5 jours; Le premier intervalle
de temps (3 jours) constitue la limite inférieure nécessaire (Loebenstein

et Ross, 1963) au développement du virus, a la synthése des substances



TABLEAU F : Comparatson des potentiels d'intérférence en fonc-

tion du temps,

1ereinoc. - - -~
VMTc TC MFZ
zemeinoc.
ﬂ— -
0,07 0,04 0,02 3
0,53 0,35 0,55 7
VMTc
0,78 0,41 0,79 10
0,78 0,48 0,77 15
s
=
0,01 0,02 0,00 3 S
ty
0,35 0,21 0,31 7 =
=
TC ty
0,606 0,36 0,62 10 —
®
. <t
0,69 0,42 0,69 15 no
0,01 0,01 0,03 3
0,33 0,23 0,37 7
MFZ
0,71 0,43 0,68 10
S T ;“b:71 o “”0;41" ’ ‘ 0,75 15 R B
—_ R . *

Les souches VMTc et MF, donnent, en tant qu'inhibiteurs, des
résultats comparables, différents de ceux donn&s par la souche TC :

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

~

ensuite, la souche MFZ, puis la souche TC, 3 1l'inhibiteur induit par

chacune des 3 souches.
P#lesions test
- "Plision ti3moin

Potentiel d'interférence : 1
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inhibitrices et & leur diffusion vers llautre moitié de la feuille;
le dernier intervalle constitue la limite supérieure, due & 1'3ge des
feuilles,i partir de la-quelle leur sensibilité diminue rapidement
(20 & 30 lésions par demi-feuille au lieu de 20C & 400 pour un inoculum
de 2 ng/ml). ,

Les''potentiels d'interférence’ p (Loebenstein et Ross, 1963)
permettent une expression ailsée de nos résultats (Tableau F)., Cette

méthode donnme un représentation chiffrée et graphique d'aprés 1'égmation:

dans laquelle p est le potentiel d'interférence d'une souche A ( deu-
xidme imoculation) par rapport & une souche B (premiére inoculatiom),

M étant la moyenme des diométres des lésions de la souche A inhibée

et Mt la moyenne des diamétres des lésion=s de la m2me souche A sans
inhibition (témoin); lorsqué l'interférence est maximale (cas des lésions
ponctuelles),gést voisin de I; lorsqu'elle est minimale ( cas ol les

diamétres sont identiques), p est nul.

% -~ analyse statistique .

Les résultats du tableau F montrent des é&carts sensibles
entre les différents potentiels d'lnterférence; encore ces résultats
doivent~ils 2tre interprétés statistiquement; Aucun auteur n'ayant
utilisé de test statistique pour l'interprétation des mesures de dia-
~ métres de lésions, ik restait a en trouver un convenable., Il s'agit-de -
comparer entre elles des populations de mesures de diamétres, Dispo-
sant de mesures quantitatives, nous avons étudié l'écart des moyennes
a 1l'aide du test de Student-Fisher, d2t encorehh de 1l'hypothése nulle"
(Schwartz, I963). L'emploi de ce test repose cépendaﬁt, sur 1'hypothése
bien précise que la loi de distribution des populations étudiées peut
8tre considérée comme normale, c'est-d-dire gaussienne. Or, dans nos
expériemces, chaque vopulation est théoriquement la somme de trois

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



Histogrammes des popbulations de mesures de léstions de

l'expérience d'intervalle 7 jours entre les deux inoculations.
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Bien que chaque population soit formée de 3 sous- populations,
mesures des lésions des feuilles infé&rieures, des feuilles intermédi-

aires et les feuilles supédrieures,chacune peut €tre considérée comme
gaussienne,
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feuilles intermédiaires et des feuilles supérieures, puisque la sensi-
bilité des feuilles d'une m@mc plante varie selon sa position; L'étude
des histogrammes montrc, pourtant, que les trois quarts de nos popu-
lations suivent une loi normale et que lc reste est assimilable, ce
qui permct 1'utilisation du test de Student~Fisher.

. Les tableaux G montrint un exemplc de ce test appliqué a llex-
péricence dont l'intervalle entrc les deux inoculations est de 7 jours

Il s'agit donc dc comparer les potentiels d'interférence, soit

P = I -~"1 avee p, = I -T2 ot donc I avee T2 .
my m, 5 mtI my 5

Dans le cas ot les virus dc la seconde ilnoculation sont les m@mes, les
deux diamétres témoins sont les mlmes ( Byl = P42) ot la comparalson
est réduite & 1'étude de ©TI par rapport & -
Dans le cas ot les virus de la seccondc inoculation sont différents, la
comparaison cntre BT ot B> qptest possible que si I1técart entre
BT ot ™2 est nul ou varie en sons inverse de 1'icart entre DI
ot Mt2 y dams cc cas, la comparaison sc¢ réduit aussi a 1l'étude de
mp par rapport & mz;

La formulc du t de Student-Fisher cst @

\f R .
nI- na- L

2 L
oﬁﬁjxet <T sont les variances des populations dc moyennes By ot M2

4 comparcr ot d'cffectifs TI et 22(30 ici).
Le degré de Liberté ost BT ¥ B2~ 2= 38 oy souwil de S 1a diffé-
.~ — - -rence n'cst pas alors significativc pour t (I,96 § dans le ¢as on

tS 1,96 , elle ost significative.



TABLEAUX 6 ¢ APPL|CATION DU TEST DE STUDE!T-FISHER
A L'EXPERIENCE DYINTERVALLE 7 JOURS

TABLEAU Gy ¢ Analyse statistique des témoins (pas de virus en

premidre inoculation),

_*
lereinoc. 2emeinoc. frmn des lé@sions t
VMTc/TC TC/MF2 MFZ/VMTC
tampon VHTe 5,264
tampon TC 4,18 6,1 5,0 3,7
tampon MFZ 4,66
“—

La valeur 6,1 est, par exemplejla valeur de t obtenue en compa-
rant la moyvenne des diamétres des lésions induites par la souche VMTe,
sans inhibition due 3 un virus, et la moyenne des diamétres des 1lé-

sions induites par la souche TC, dans les mémes conditions,

Les trois valeurs trouvées sont significativement différentes
(t > 1,96), Ces rédsultats confirment que les troils souches utilisées
’ q

sont différentes,



c G et G
Légende des tableaux G, 5 Gz et G, %

Pour voir s'il existce une différence entre les pouvolrs inhi-
biteurs des trois souches de VMT, il suffit d'infecter les plantes
avec les trois souches (unc par plante) en premiére inoculation,
contre une m@me souche en seconde inoculation (soit VMIc, ou TC, ouMF )
- Il s'agit de comparer dans ces tableaux les valcurs de p (poten-
tiels d'interférence), ce qui se raméne & comparer les moycnnes des ’
diamétres ( page I7 ).

La valeur 5,6, par excmple, cst la valcur de t obtcnue cm com-
parant la moyennc des diamétres des lésions induites par la souche
VMTc (deuxiéme inoculation), inhibée par la souche VMIc (premiére
inoculation, et la moyenne des diamétres des lésions induites par
la souche VMPc (deuxiéme inoculation), inhibée par la souche TC
(premiére inoculation). Cette valeur représente donc la comparaison
entre les pouvoirs inhibiteurs des souches VMI'c et TC ( rapport
indiqué VMIc/TC dans le tableau Gy) e

Seuls les résultats soulignés indiquent des différences non-
significatives, ce qui montre que la souche VMTc est autant inhibitrice
que la souche MF, (t I,96), et que la souche TC 1'est beaucoup moins.

Ces trois tableauxz donnent des résultats comparables, ce qui
est mormal car seule la pature de la premiére inoculation est impor-

tante;

Les valeurs de p ont été données & titre purement indicatif,
afin a’appre01er rapidemnent les résultats,



ANALYSE STATISTIQUE DES POUVOIRS INHIBITEURS DES TROIS SOUCHES DE VNMT.

TABLZAU

deuxiéme inoculation).

EP Analyse des pouvoirs inhibiteurs (VMTc en

5 5 t

4 1°%®inoc., | 2°™%inoc. | gmn 1&s. P
VMTe/TC TC/MF, MF, /VMTe

YMTc UMTec 2,48 0,53

TC YMTc 2,33 0,35 5,6 5,2 0,6

MF, VMTc 2,35 0,53
A—

TABLEAU G3 : Analyse des pouvoirs inhibiteurs (TC en deu-

ridme inoculation),

- - t
lereinoc. Zemeinoc. fmn lés, P
VMTc/TC 'I.‘C/MF2 MFZ/VMTC
VMTc TC 2,71 0,35
TC TC 3,8
MFZ TC
TABLEAU G, : Analuse des pouvoirs inhibiteurs (MFZ en
deuxiédme inoculationl,
ére éme t
1 inoe, | 2 inoec, | dmn lés, P
UMTc/TC 'I.‘C/MF2 HFZ/VMTC
VMTc MF, 3,14 0,33
TC MF, 3,61 0,23 2,8 4,3 1,2
MF, MF, 2,92 0,37 '
&
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Légende Qe tableaux G, G et G5 :

Pour voir s'il existe une différence de sensibilité entre
les trois souches de VMT, il suffit d'infecter les plantes avec
une seule souche (VMIc ou TC ou MFZ) en premiére inoculation, contre
les trois souches en deuxiéme inoculation.

Il s'agit domnc de comparer, par exemple, @

pp =1~ VML e avec p, = I- s , soit HC O avec MFE (pagel?).
VMTct MFZt VMTCt Mth

Nous avonsmontré que la moyenne des diamétres des léslons
induites par VMLc, sams inhibitiom par un virus, (VMIct) est signi-
ficativement différente et plus gramde que la valeur correspondant
a MFZ(Tableau GI) . Ainsi, pour que Pr difféere de Py il suffit que

" la moyenne des dlamétres des lésions induites par la souche ViTc,
inhibée par la souche VMIc , la souche TC ou la souche MFZ’ soit égale
ou inférieure 4 la valeur correspondant a MFZ’ ce qui est le cas ici.
Les souches VMI'c et MF2 sont donc différentes du point de vue de la
sensibilité aux inhibiteurs induits par les trois souches de VM, et
la souche VMI'c est plus semsible que la souche MFE;

De méme, nous avons montré que la moyenne des diamétres des
lésions induites par VM'c, sans inhibition par um virus, est signi-
ficativement différemnte et plus grande que la valeur correspondant a TC
(Tableau GI); Pour que les potentiels d'interférence différent, il
suffit donc que la moyemme des diameéetres des lésions induites par VMIwz,
inhibée par L'ume des trois souches, soit égale ou inférieure a la
valeur carrespondant a TC, Cependant, i1 faut remarquer que , si cette
gdifférence observée est dans le sems inverse, il ne s'aglra pas alors

- -d'une conclusion opposée mais d'une 1mpossiblllte de discuter.(Tableau G )
Les souches VMPe et TC sont différemment sensibles aux inhibiteurs
induits par les trois souches ct, la souche VMIc est plus semsible

que la souche TC.

Un raisonnement identique peut @tre temu pour comparer les '
scnsibilités des souche MFZet.TC; I1 en résulte gue la souche MF2 est
plus scnsible que la souche TC,

Nous pouvons donc classer les trois souches par ordre de sen-

sibilité crolssante aux trois souches: TC, MFa et VMTec.



ANALYSE STATISTILUE

DES SENSIBILITES DES TROIS SQUCHES DE VMT.,

TASLEZAU 55 Analyse des sensibilités (VMTe en premilre
inoculation).
ére éme . t
1 inoc. | 2 inac. |fmm lé&sions| »p :
VMTc/TC TC/HF2 - MF,/VMTe
UMTc VMTc 2,48 0,53
YMTc TC 2,71 0,35 1,2 2,1 3,7
VMTc MF, 3,14 0,33
TABLEAU G Analyse des senstbilitds (ITC en premidre
inoculation),
s
ére éme t
1 inoc. | 2 inoc. [fmm lésions| »p
VMTc/TC TC/MF2 MF2/VMTC
TC UMTc 3,38 0,35
TC TC 3,31 0,21 1,8 3,3 2,2
TC MF, 3,61 0,23
TABLEAU G7 Analyse des sensibilités (MF2 en premidre
) |  inoecultation).
L
8re dme t
1 inoc. | 2 inoc. Pmm lésions| »p
VYMTe/TC 'I'C/M]:"2 MFZ/VMTC
MF, YMTc 2,35 0,53
MF, TC 2,87 0,31 2,3 0,28 2,8
MF, MF, 2,92 0,37




Figqure 4 : Variation des potentiels d'interférence
en fonction de l'intervalle de temps en-—

tre les deux inoculations.,

interférence totale

- 1
2
3
0,5_ ll
_______ o g

e = — -0
—-——X 3!

interférence nulle
0 .y — T
10 ' 15 temps

. (jours)
- Le dé&calage entre la courbe 1 (VMTc ou MF, inhibiteur) et la courbe 1'
(TC inhibiteur) représente la différence de pouvoir inhibiteur entre les souche
VMTc (ou MF,) et TC,. .
La di%férence est maximale le dixiéme jour -aprés la premidre ‘inoculation.
- Le décalage entre la courbe 1 et la courbe 2 représente la différence de
sensibilité 3 1'inhibiteur entre la souche VMTc et 1a souche MFZ ; celle~ci est
maximale le septiéme jour aprés la premiére inoculation. :

_ 2°inoc, | l°inoec, 2°inocsi | 1°inoec.
1 VMTe ) 1! VMTc
2 TC VMTc ou MFZ 2t TC TC
. ]
3 MFZ 3 MFZ
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IL.apparait donc que les souches VMI'c et MF_ ont des

pouvoirs inhibiteurs identiques (test statistique), maii différents
de celui de la souche TC, .

Par contre, les trois souches ont des sensibilités diffé-~
rentes aux inhibiteurs induits par chacune d'elles; la souche VMIc
est la plus sensible et la souche TC est la moimns sensible.

Ces conclusions, obtenues pour l'expérience P ¥~ laquelle
l'intervalle de tomps entre les deux inoculations est de 7 jours, sont
aussi valables pour les deux cxpéricmces pour les—-quelles l'intervalle
de temps est de IO et dc I5 jours;

Par ailleurs, nous constatons quec l'interférence maximale
semble atteirte pour un intervalle de IO jours; .

Nous avons tracé les éourbes des potentiels d'interférence
en fonction du temps séparant les deux inoculations, confondant les
courbes des potentiels de VMTc (TC ou MFZ) par rapport a VMILc et les
potentiels de ViIc (TC ou MFZ) par rappert a MFZ’ les différences
étant trop faibles et non significatives (fig. 4).
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DISCUSSION

Nous avons mis en évidence l'existance d'inhibiteurs dams les
plantes, infectées par trois souches du VMI', et maintenues & la tempé-
rature optimale de 1l'une d'elle. Nous avons aussi montré que ces trois
souches possédent des pouvoirs inhibiteurs différents (Vic et MF2 sont
éga lement inhibiteurs et TC 1'est beaucoup moins), et des sensibilités

29 celle=ci
lt'étant plus que TC). Ces inhibiteurs peuvent &tre de types divers,

différentes 4 ces inhibiteurs (VMIc est plus sensible que MF

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

I° - Nature des inhibiteurs responsables de 1l'interférence virale

‘"dans les plantes.,

Diverses observations ont montré 1l'accumulation de polyphénols
et llexaltation de l'activité des polyphémol-oxydases dans les planmtes, =
phénoriénes qui scraient liés & la manifestation d'une réaction de défense
des cellules vis a vis d'un agent infectieux (Kiraly et Farkas, I958;
Williams, I1959; Kikuchi et Ya maguchi, I950).

Une étude plus précise (Martin, I959) de i'activité de la
polyphénol-oxydase chez le Tabac (N, tabacum L;, var. Samsun) virosé,
montre que c¢ellu-ci augmente de I68% par rapport & ce qu'elle est chez
les plantes saines. L'accumulation de polyphénols est aussi décelée dans

ces plantes: acide chlorogénique (+ I00%) acide isochlorogénique et
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polyphénols liés & 1l'acide caféique, les différences s'estompant avec
1'%ge de la plante et l'approche de la floraison. |
Une &tude plus récente (Parish et al., I965) indique que
le phénoméne de formation des lésions nécritiques fait intervenir les
polyphénols et lLes polyphémol-oxydases aimsi que d'autres facteurs; une
addition de polyphémols active l'apparition des centres nécrotiques
dtenviron I2 heures (souche UZ de VMI sur Nicotiana sylvestris);
Cependant, llaction de ces diverses substances serait aspé-
cifique: la production des polyphénols prut aussi bien 8tre 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-

férentes de polyphénols, ce qui provoqueralt un état d'interférence.

b) vrotéines inhibitrices:

—r o= o Sl omw - e - e

Il est évident dec penser que des protéines a nalogues a
l'interféron, substance inhibitrice induite par des virus chez les ani-
maux, pourraient &tre comptées parmis les responsables de l'interférence
virale chez les plantes.(voir annexe). _

Des essais d'identification de ces protéines ont été effectués
par Locbenstein et Ross (I953) et Sela et Applecbaum (I955).

Loebenstein (I950; IS963) suggére que la résistance induite
dans une partie de plante par infection dans une autre région de cette
mdme plante peut Stre due & un mécanisme identique 3 celui de l'inter-
féron.

Un "agent interférant? (Interfering Agent), extrait de
Datura stremonium et Nicotiana tabacum virosés, est étudiéd par Loeben-~
“stein et Ross (I963): il s'agit d'une protéine de poids moléculaire
beaucoup plus faible que celui du virus, différente de la protéine X
virale (Takahashi et Ishii, I952), qui s'accumule dans les seuls tissus
infectés, Cet "agent interférant? joue probablement un rdle dans la
résistance induitc car sa concentration est plus importante dans les
tissus résistantsque dans les autres et son développement au cours du
temps est plus ou moims paralléle & celui de la résistance. De plus, il
n'est pas spécifique du virus.,
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Sela et Applebawa (I962) ont extrait de plants de Tabac
virosés un "facteur antiviral' (Antiviral Factor), absent dans les
plantes saines et doat les propriétés ont été étudiées par Sela et al,
(I965). Il s'agit d'une nucléoprotéinme & RNA ressemblant & l'interféron
par plusieurs propriétés biologiques; Tous deux possédent une activité
antivirale, sont prodults seulement dans les tissus virosés, diffusent
-ad.sdment d'une cellule ianfectée & une saine et n'onrt aucune spécificité
vis & vis des virus. Co facteur extrait de Nicotiana glutinosa L. infecté
par du VMT, ou de Datura stramoniuwa L. infecté par le virus de la Mosaique
du Concombre, est actif contre divers virus dans des plantes trés dif-
férentes: N. glutinosa (Solanacédcs), Zinnia clegans (Composées) et
Gomphrena globosa (Amarantacées). Il ne semble donc pas spécifique de
1'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, cest dosé dans des systémes animaux, c'est-a-dire
suscentible de produlre des anticorps et ainsi canable d'amoindrir
l'action de l'interférom, alors que les facteurs antiviraux sont dosés
chcz des plantes incapables de produire des anticorps.

Ces substances inhibitrices extraites de plantes ne peuvent
%tre admises avec certitudes comme étant des 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 & partir de Tabaec (V. glutinosa L., ou N. tabacum LJ, infecté
par du VMI; Loebenstein et Ross,et Sela et Applebaum auraient donc df

obtenir la m@me substaince ou des substances ayant des propriétés trés
voisines, |

2° = Interprétation des résultats.

I1 reste a essayer d'interpréter les différences enregistrées
entre les propriétés d'interférence des tr s souches de Vill,

Les souches VMIc et MFE inhibent également la souche VMPc
(ou la souche MFZ); ce fait suggére que les substances inhibitrices
synthétisées sont identiques. I1 est donc logique de nenser que la (ou

les) substance imhibitrice induite par la souche TC scralt aussi identique.
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mais produite & un degré moindre, cc qui explicuerait que les souches
sont moins inhibées par la substance induite par la souche IC que par
celles induites par les autres, la quantité de ribossmes normaux restant
alors relativement plus importante quand la souche TC produit la subs-
tance inmhibitrice (voir Annmexe:Mécanisme d'action de l'interféron , par
Marcus et Salb, IS66).

I1 est plus difficile dl'expliquer pourquoi la souche MF2 est
moins inhibée que la souche VMTec par la souche VMIe (ou la souche MFZ).
Cette sensibilité vis & vis d'une substance inhibitrice donnée pour-

rait ¥tre liée a la synthése de protéines secondaires par le virus
(Marcus et Salb, I955), réprimant, par exemple, plus ou moins les sites
des ploysomes composés de ribosomes et de T.I.P, (Traamslation Inhibito-
ry Protein ). Gosh et Gifford (I965) ont mis en évidence une telle
protéine dans les cultures de cellules embryonnaires de Poulet, protéine
aul code pour Ydéréprimer!" le codon de la thymidire-kinase du génome
cellulaire. Ils ont 4tudi’ deux souches du virus de la vaccine, une
souche normele et un souche thymidine—kinaso-; la multiplication de la
souche normalec est accompagnée de l'augmentation de l'lactivité de la
thymidine-kinase, alors que la souche mutée ne l'lest pas. Un traitement
des cellules par l'interféron entraine une inhibition de la multiplication
du virus, de l'a ctivité de la thymidine-kinasc et donc de l'incorpo-
ration de la thymidine dans 1'ADN des virus.

_ La production dc cette protéine secondaire peut dl'ailleurs
variér avec les conditions dans lesquelles se trouvent les cellules
hdtes et les wvirus, notamment a vec la température. Ba cffet, il sem-
- blerait que-la production et l'action de 1'interféron sont lides aux
conditions de température auxquelles sont maintenues les cellules et
les virus. Ruiz-Gomez ot Isaacs (I953a) ont étudié onze virus d'animaux
dont les températurcs ontimales varient de 32°C & 42°C et ont montré
une bonne correspvondance entre la température optiméle de développement
et la sensibilité de ces virus & l'interféron. Dans un second article
(I953b), ils mettent en évidence que les virus ayant les températures
de nmultiplication optimales les plus elevées induisent la synthése la

noins grande d'interfiron.
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Nos expérienccs, effectudes & la température moyenne de 22°C
voisine des températures optimales de développement des souches VMLc et
MFZ (souche thermoscnsible se multipliant d'une fagon optimale'sur vac
tres large plage de tecmpérature) sont en accord avec ces faits. Il scmble
quc la production de substances inhibitrices est d'autant meillcure que
les souches inductrices sc développent & lcur températurc optimale et
d'autant plus faible quc la température optimale de développement du virus
est élevéc.

Il serait évidemment intéressant de contrdler ces faits par
une édtude effectuée &4 la températurc optimale de développement de la
souche TC, soit 35°C, mais, au dela de 28°C, le processus de défensec des
plantes hypoersensibles se trouve iphibé; les virus diffusent alors dans
toute la plante et il n'y a plus formation de lésions locales. Par ailleurs
1tétude future de l'action de l'actinomycine-D pormettra de préciser le
r8le ct la naturce des substances concourant a la formation de 1l'état
d'interfércnce, dans les plantes infectées par le VMIc et ses différentes

souches.,.

Rienr ne permet donc d'affirmer, dens les conditions actueclles,
si lcs protéines responsables de l'interfér:ince viralc dans les plantes
sont ou non des interféroms., Il s'agirait, ccependant, de substances vrals—
semblablement trés volsines, sinon ideatiques, et dont les mécanismes
d'action seraicnt analogues 4 ceux des interférons décelés chez les
apimauz. Aucun fait n'a pu emcore contredire cctte derniére hypothéses
les substances cxtraites par Loebenstein ct Ross (I963), et Sela et
Applebauwa (I965). ne seralent en fait que des produits de ‘dégradation de
ces interférons. Les conclusions des observations de 1'état d'interférence
virale chez les pla-ntes ne différcent de celles qui sc rapportent & 1'in-
terférence virale chez les animaux, ce qui tend & démontrer que les prin-
cipes inhibiteurs induits dans les plantes seraient dés intcrférons ou
des analogues d'interféron ("interféron-like®), Ces substances pourraient

d'ailleurs agir simultanément avec les polynhénols, ce qui est trés vrais-
semblablc,.
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CONCLUSION

Cette courte étude a permis de confirmer les travaux de Loe-
benstein et Ross sur l'existence d'unce résistance acquise dans les

Tabacs (Nicotiana tabacum L., var. Samsun NN).

Flle a aussi permis de mettre en évidence l'existance de
différences entrec trois souches du virus de la mosalque du Tabac, tamt
du point de wvuc de la production de substance interférante que sur le

plan de la sensibilité & cette substance.

Cette étude a conduit a vérifier que la production madmale
d'inhibitcur est due au virus qui se multipliea sa tcmpérature optimale
et que le virus qui posséde la tompératurc optimalce de développement la
plus elevée, produit le moins d'inhibiteur, Cette dermiére comstatation
en accord avec celle de Ruiz-Gomez et Isaacs, tend a démontrer la nature
d'interféron de la substance inhibitrice induite par le VMT dans les
Tabacs.
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ANNIEIXE

Définition, production et mécanisme d'action de l'interféron.

I° — Définition.

Pour 3trc considérés comme des interféroms, les inhibiteurs
doivent avoir, selon Lockart (I965), les propriétés suivantes:
I- 1'inhibiteur doit B8tre une protéine et doit &tre produit
par les cellules traitées avec la substance inductrice;
2= lleffet antiviral ne doit pas résulter d'effets toxiques
‘non spécifiques sur le métabolisme cellulaire;
3~ l'interféron proposé doit inhiber la croissance des virus
dans les cellules par l'intermédiaire d'un mécanisme
intracellulaire mettant en jeu la synthése simultanée de
protéine et d'acide ribonucléique par les cellulesé
L— 1'irhibitcur doit &tre actif contre une gammc de virus

non apparentés.

Ces propriétés ne sont pas suffisantes, mais aucune autre ne
peut 2tre présentcment avancée sans restriction; ainsi en est-il de la
spécificité de production d'interféron des cellules hd3tes ou des condi-

tions de stabilité des inhibiteurs & divers pH.

. oo -—Production; e em e e - e e e e

Divers autcurs ont étudié lecs mécanismes de production de
l1'interféron par les virus. Ces problemes n'ont cepondant pas été tota-
lement résolus et seuls des schémas hypothétiques ont été proposés; Il

en est d'aillcurs de m@me pour ce gui concerne les mécanismes dlaction
de l'interféromn,
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Burke (I966), 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% 4invasion du virus, suivie de la décapsidation du virus
et de la mise enr liberté de l'inducteur de formation de
l'interféron;

2-~ interaction de 1'indﬁctcur et du génome de la cecllule
h&8te conduisant & un processus scmblable a la dérépres-
sion;

3~ synthésc de RNA-messager dec l'interféron qui entrainc
la synthésc de 1'interféron et de quelques autres pro-

téines impliquées dains sa production.

3° - Mécanisme d'action.

Un modéle du mode dlaction possible de ll'interféron a été
proposé par Marcus et sces cooaborateurs (I966) (woir schéma). Une ou
plusieurs molécules d'interféron agiraient pour "déréprimer' un cistron
de la ccllule héte, initiant la transcription du RNA-messager, le TIP-mRNA
qui code pour la TIP (Translation Inhibitory Protein);Cslle-ci est
synthétisée et accumulée dans lc cytoplasmec ou elle se lie aux ribosomes
et forme des unités de ribosomes-TIP, Les polysomes composés de ribko-
somes-TIP et dc m~RNA cellulaires sont traduits normalement; par contre
les polysomes formés & nartir de ribosomes -TIP et de RNA viral ne sont

pas traduits, produlsant un état d'interférence.

Dans lec modéle proposé par Marcus et Salb, le RNA virel ntlest
plus répliqué dans les cellules comﬁlétomont bloqudes parvlfinterféron;_
" Des considérations quaantitatives, sur ce dernier point, suggérent la
possibilité qu'aux faibles concentrations d'interféron, ou plus exacte-
ment de TIP induitec par l'interféron, quelques messagers viraux accrochent
suffisemment de ribosomes normaux pour transcrirc un segment significatif
du génome viral: Des polysomes viraux composés de¢ ribosomes normaux et de
ribosomes inhibés par du TIP pcuvent provoquer la synthésc limitée de
certaines protéines spécifiques du virus, expliquant probablement les
divers degrés de fonctionnement du génome viral dans les ccllules trajtées

4 1l'ipterféron (Levy, I964) et le fait que l'intoerférence est rarcment
absolue.
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