Le virus de la mosaique
de la laitue en Tunisie

Détection et étude par voies biologique
et moléculaire

AY

H. Fakhtakh!
0. Legall?

T. Candresse?
M. Marrakchi!

i Introduction

Le virus de 1a mosaique de la laitue (LMV) est un virus trés impor-
tant du point de vue économique. Il est considéré parmi les virus les
plus dommageables sur les cultures de laitue a travers le monde
(Dinant et Lot, 1992). Plusieurs familles de plantes, autres que les
Asteraceae, 2 laquelle appartient la laitue : Lactuca sativa, sont sus-
ceptibles d’étre attaquées par le LMYV. Parmi ces plantes cultivées on
trouve le pois, le pois chiche, I’épinard, la chicorée et le carthame,
mais aussi plusieurs autres plantes sauvages dont le pois de senteur
sauvage et la plupart des composées adventices (Horvath, 1980).
Ces plantes réservoirs peuvent constituer des foyers de contamina-
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tion primaire pour les cultures de laitue situées a proximité, En effet,
le LMYV est transmis par les pucerons selon le mode non persistant
et par les graines de laitue (Tomlinson, 1970 ; Dinant et Lot, 1992).
Les symptomes provoqués par ce virus sont du type mosaique avec
éclaircissement des nervures, nécroses généralisées et déformation
foliaire ce qui induit, en cas d’épidémie, des pertes économiques
importantes. Le LMV peut étre sous contrdle dans les régions oil des
mesures de routine sont réalisées telles que la certification des
semences, I’éradication systématique des mauvaises herbes et le
traitement des champs réservoirs. Cependant, ce virus continue
ravager les cultures de laitue dans les régions ol la sélection sani-
taire des semences ainsi que les tests de certification font défaut.

Le LMV est membre du genre Potyvirus de la famille des
Potyviridae. Les particules virales sont flexueues a4 symétrie héli-
coidale d’environ 750 x 13 nm (Tomlinson, 1964). L’infection par
un Potyvirus s’accompagne de la présence, dans le cytoplasme des
cellules infectées, d’inclusions cytoplasmiques caractéristiques, en
roue a aube ou « pinwheels » (Edwardson, 1974). Le génome des -
potyvirus est sous forme d’un ARN simple brin, de polarité positive
et d’environ 10 Kb. Cet ARN est polyadénylé a son extrémité 3’
(Hari, 1979) et est li¢ de fagon covalente a une protéine virale VPg
a son extrémité 5 (Hari, 1981). Il contient un cadre ouvert de lec-
ture unique codant pour une polyprotéine qui subit un clivage auto-
catalytique par trois protéinases virales P1-Pro, HC-Pro et Nla-Pro
en dix protéines (Carrington et al., 1990 ; Riechman et al., 1992),
Le génome du LMV est constitué de 10 080 nucléotides sans la
queue polyA, et code pour une polyprotéine de 3 255 acides aminés
(Revers et al., 1997 b).

Les isolats de LMV montrent une large gamme de variabilité biolo-
gique associée a : une variation dans la sévérité des symptdmes
induits ; la transmission par les graines et la capacité de contourner
les trois génes de résistance décrits chez la laitue (Pink er al., 1992).
Quatre groupes ou pathotypes sont actuellement attribués aux iso-
lats de LMYV selon leur virulence (Pink et al., 1992 ; Dinant et Lot,
1992 ; Bos et al., 1994 ; Revers et al., 1997 a). Au début, la résis-
tance génétique de la laitue a été associée a deux génes récessifs g
(Bannerot et al., 1969) et mo (Ryder, 1970) isolés respectivement
d’un cultivar Argentin « Gallega de Invierno » (Von der Pahlen et
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Crnko, 1965) et d’un cultivar « Egyptian » sauvage (Pink et al.,
1992 ; Ryder, 1976). Ces deux génes, notés moll mol2, conferent
une tolérance (multiplication virale, peu ou pas de symptémes) ou
une résistance (ni multiplication, ni symptémes) selon le cultivar de
laitue, de la souche virale et des conditions environnementales
(Dinant et Lot, 1992). L’ étude génétique a montré qu’il s’agissait de
deux alléles ou de génes trés liés (Pink et al., 1992). Une troisieme
source de résistance a été découverte dans le cultivar « Ithaca ». Elle
émane de I’expression d’un géne dominant, Mo2, qui confére, mal-
heureusement, la résistance a un nombre trés limité d’isolats (Pink
et al., 1992). Cependant, pour des raisons pratiques, les génes mol!
et mol? sont les seuls utilisés en agriculture pour le contrdle du
LMYV a travers le monde (Dinant et Lot, 1992). Toutefois, la capa-
cité d’un certain nombre d’isolats de LMV a se multiplier dans les
cultivars de laitue portant les génes mol! et mol? constitue une évo-
lution pour ces virus (Pink ez al., 1992). En effet, ’existence d’une
pression de sélection est a Yorigine de 1’apparition d’isolats
capables de contourner ces résistances. Ces isolats sont dénommés
Most pour « mo-breaking, seed-transmitted ». Ils ont provoqué de
graves pertes chez la laitue tolérante a partir de lots de graines
contaminées (Dinant et Lot, 1992).

La caractérisation moléculaire d’une collection de 10 isolats de
LMV qui different par leur origine géographique et leur pathogéni-
cité a permis de comparer la séquence de trois régions génomiques
et d’obtenir trois groupes phylogénétiques. La comparaison de ces
données avec les propriétés de contournement des génes de résis-
tance des isolats montre que la variabilité moléculaire est plut6t cor-
relée A 'origine géographique des isolats qu’a leur pathogénicité
(Revers et al., 1997 a). Le séquengage de la région entiére de la pro-
téine capsidique a confirmé le groupement des isolats de LMV en
trois groupes phylogénétiques/géographiques a savoir : Europe de
I’Quest/Californie (WE/C), Yemen et Grece (Revers et al., 1999).

En Tunisie, la production de laitue a enregistré une augmentation
trés importante durant ces derniéres années. Ceci est di a 1’exten-
tion des surfaces cultivées en plein champs ou sous abri. Cette pro-
duction est toutefois sujette & d’énormes pertes, surtout en plein
champ, dues essentiellement aux techniques culturales et particulie-
rement le semi des pépinieres réalisé souvent pendant I’hiver sans
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prendre de précautions contre les vecteurs de maladies. La gravité
des pertes semble aussi étre en corrélation avec I’absence de pro-
grammes de certification des graines. Suite aux problémes enregis-
trés, les principales régions de culture de la laitue ont été
prospectées. Dans ce travail, nous rapportons les techniques de dia-
gnostic sérologique, de caractérisation biologique et moléculaire
utilisées pour €étudier différents isolats de LMYV couvrant les diffé-
rentes régions géographiques de la Tunisie. Les résultats montrent,
pour la premiére fois, la présence en Tunisie des isolats Most. Ils
représentent une menace réelle pour la culture de la laitue et annon-
gent d’ importantes baisses de production dans le cas ol des mesures
de contrdle des semences ne seraient pas prises en considération

! Matériel et méthodes

Isolats de LMV

Les isolats de LMYV utilisés dans ce travail ont été collectés dans les
régions du Nord de la Tunisie : Manouba, Mornag et Cap Bon
(Lebna). Le tableau 1 présente la liste des différents isolats ainsi que
leur origine. La propagation des isolats étudiés a été réalis€e par
inoculation mécanique d’un cultivar de laitue susceptible
(Trocadéro) obtenu 2 partir de graines indemnes de toute contami-
nation. La propriété de contourner le géne de résistance mol! a été
vérifiée par inoculation du cultivar Mantilia, contenant ce géne.
L’inoculum est obtenu en broyant une feuille de laitue infectée par
le LMV (1/5, p/v) dans une solution de phosphate de sodium
(Na,HPO,) 0,03 M contenant 0,25 % (p/v) de diéthyldithiocarba-
mate de sodium (Dieca) et du charbon actif. L’extrait obtenu est
étalé sur deux 2 trois feuilles des plantules de laitue (stade 4 2
6 feuilles), préalablement saupoudrées avec un abrasif (carborun-
dum). Pour chaque isolat viral, deux plantules de chaque cultivar
sont inoculées et gardées entre 18 et 25 °C dans une serre indemne
de vecteurs. Comme référence, deux isolats de LMV ont été utilisés
pour I’indexage biologique ainsi que pour I’analyse par RT-PCR-



H. FaknrakH et al— Le virus de la mosaique de Ja laitue en Tunisie

¥ 359

RFLP. 1l s’agit de I’isolat LM V-0, qui ne contourne pas les génes de
résistance et représente le groupe géographique WE/C. Cet isolat a
été décrit pour la premiere fois en France (Dinant et Lot, 1992).
L’isolat LMV-Gr5, décrit en Gréce, contourne les génes de résis-
tance. Il est représentatif du groupe phylogénétique Grec (Kyriako-
poulou, 1985). Cet isolat a été gracieusement fourni par le Dr van
der Vlugt (IPO, Wageningen, Hollande).

Immuno-empreinte sur membrane

La détection primaire de I’infection par le LMYV sur les échantillons
ramenés de plein champ a été réalisée par le test d’immuno-
empreinte sur membrane (Lin er al, 1990). L'empreinte d’une
feuille est réalisée en pressant une section fraiche tout au long de la
nervure centrale contre une membrane de nitrocellulose (Protran,
Schieicher et Schuell). Aprés séchage a I’air libre, la membrane est
saturée pendant 30 mn & température ambiante dans le tampon de
blocage constitué de 0,35 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,4 et 1 %
(p/v) de gélatine. La membrane est par la suite incubée 2 h, & tem-
pérature ambiante, avec des IgG spécifiques du LMV conjugués a
la phosphatase alkaline obtenus 2 partir d’un anticorps polyclonal
anti-LMV. L anticorps dilué au 1/1000 est utilisé dans le tampon
RIA composé de 10 mM Tris-HCI pH 7,5 ; 150 mM NaCl ; 0,1 %
(w/v) SDS et 1 % (w/v) de Triton X-100. La dilution de I’anticorps
est la méme que celle utilisée pour le test Elisa. Apres un lavage de
10 mn dans le tampon RIA, la réaction enzymatique est réalisée par
I’'incubation de la membrane dans le tampon phosphatase alkaline :
100 mM NaCl, 5mM MgCl, et 100 mM Tris-HC1 pH 9,5 additionné
de substrats NBT et BCIP. La coloration de la membrane est arrétée
par lavage a I’eau et par séchage. Les empreintes des tissus végé-
taux sont évalués par observation 2 I’eil nu ou sous microscope.

Extraction des acides nucléiques

Les feuilles de laitue sont broyées (1/5, p/v) dans le tampon PBS-
Tween composé de 8 g NaCl ; 0,2 g KH,PO4 ; 2,9 g Na,HPO,
(12H,0) et de 0,5 ml de Tween 20 par litre de solution contenant
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2 % (p/v) de polyvinylpyrrolidone K25 et de 20 mM Dieca. Aprés
centrifugation & 13,000 tpm pendant 10 mn, 200 pl du surnageant
sont transférés dans un nouveau microtube et incubés a 55 °C pen-
dant 15 mn en présence de SDS 2 une concentration finale de 1 %
(p/v). Aprés addition de 100 pl d’acétate de potassium 3 M,
le mélange est vigoureusement agité et incubé dans la glace pendant
5 mn. Apres centrifugation pendant 5 mn, 2 13,000 tpm et 2 4 °C,
le surnageant est ajusté a 4,2 M de Nal et additionné de 5 pl d’une
suspension de particules de silice (Sigma, France). Aprés agitation
douce et incubation a température ambiante pendant 5 mn, le mé-
lange est centrifugé pendant 1 mn 4 température ambiante et le sur-
nageant est écarté. Le culot est alors lavé deux fois par resuspension
dans 500 pul de tampon formé de 20 mM Tris-HC1 pH 7,5 ; | mM
EDTA ; 100 mM NaClt ; 50 % (v/v) éthanol. Les particules de silice
sont ensuite resuspendues dans 400 pl d’eau stérile, chauffées a
55 °C pendant 5 mn. 300 pl de surnageant contenant les acides
nucléiques sont récupérés dans un nouveau tube par centrifugation.
Ces acides nucléiques sont directement utilisés pour I’amplification
par RT-PCR ou bien conservés a -20 °C.

Réactions de transcription inverse-polymérisation
en chaine et séquencage direct

Les oligonucléotides spécifiques du LMV sont : I’oligo sens NIb
correspondant aux nucleotides 8894-8915 du génome du
LMV (Revers et al., 1997 a, 1999). Sa séquence est la suivante :
S’CCGTACATAGCIGARTGTGCT 3’ avec I = Inosine, R = (A or G).
Deux oligonucléotides antisens P4 (Revers et al., 1999) et PAGr ont
été utilisés. Ils sont tous les deux complémentaires des nucléotides
9151-9171 du génome du LMV avec une spécificité d’isolat. La sé-
quence de I’amorce P4Gr est : S"GCGTTGATGTCCTCATCYTT 3’
avecY=(CorT).

Les réactions de transcription inverse et de polymérisation en
chaine (RT-PCR) sont réalisées dans une méme étape en utilisant le
méme tampon et le méme tube réactionnel (Revers ef al. 1997 a).
3 pl d’acides nucléiques totaux sont soumis a une amplification
dans un mélange réactionnel de 50 pl formé de : 10 mM Tris-HCl,
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pH 8.8 ; 1.5 mM MgCl, ; 50 mM KClI ; 0,3 % (p/v) Triton X100 ;
250 uM de chaque nucléotide ; 1 uM de chaque amorce (NIb/P4 ou
bien NIb/PAGr) ; 2,5 pl de formamide ; 0,25 unités d’AMV trans-
criptase inverse (Stratagene, France) et 0,5 unités d’ADN Tagq poly-
merase (Appligen-Oncor, France). Le mélange est submergé de 50 pl
d’huile minérale et les tubes sont incubés pendant 45 mn 3 42 °C
pour la transcription inverse suivie d’une incubation pendant 5 mn
4 95 °C pour la dénaturation des hybrides ARN-ADN ainsi que de
la transcriptase inverse. Cette étape est suivie de 40 cycles d’ampli-
fication par PCR selon le programme suivant : 20s 2 92 °C,20s a
56 °C et 40 s 2 72 °C. Les produits PCR sont analysés par électro-
phorése sur gel d’agarose 4 1,2 % dans le tampon TBE, coloré
au bromure d'Ethidium et visualisé sous lumiere ultraviolette.
Le matériel amplifié a été directement séquencé en présénce
de I’amorce NIb en utilisant un séquenceur automatique (Genome
Express, Grenoble, France).

Analyse RFLP

Les produits PCR ont été directement soumis & une analyse par la
technique du polymorphisme de longueur des fragments de restric-
tion (RFLP). Une aliquote (2 pl) de chaque amplification par
RT-PCR a été soumise 3 une digestion par chacune des enzymes de
restriction suivantes : Alul, Accl, BamHIl, Ddel, EcoRl, Haelll,
Rsal, Sacl et Tagl selon les conditions du fournisseur (Gibco-BRL).
L’ analyse des produits de digestion a été réalisée par électrophorése
sur un gel vertical de polyacrylamide A 12 %. IADN est ensuite
coloré avec le SYBR Green I (Molecular Probes, USA) et visualisé
sous lumiére ultraviolette.

Analyse phylogénétique

Apreés séquencgage des produits PCR, les séquences obtenues ont été
comparées entre elles et avec les séquences de référence du LMV
(Revers et al. 1997 a, 1999) disponibles dans la banque de données
EMBL. Les alignements multiples de séquence de la région com-
prise entre les nucléotides 8936 et 9151 de I’isolat LMV-0, ou bien
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de la région correspondante pour les autres isolats ont été obtenus
en utilisant le programme ClustalX (Thompson et al., 1994). Les
relations phylogénétiques ont été déterminées par la méthode de
« Neighbour-joining » (Saitou et Nei, 1987).

I Résultats

Détection et indexage biologique

Plusieurs échantillons virosés de laitue ont été prélevés dans les
régions de Manouba, Mornag et Lebna. Les symptomes observés
varient entre mosaique, éclaircissement de nervures, jaunisse, défor-
mation du limbe foliaire et nanisme. Plusieurs échantillons asymp-
tomatiques ont été collectés. En effet, les génes mol! et mol?
conferent soit une résistance, soit une tolérance selon I’isolat viral en
question (Dinant et Lot, 1992 ; Pink ef al., 1992 ; Bos et al., 1994).
L’empreinte des différents échantillons a été réalisée sur membrane
de nitrocellulose et testée en présence de I’anticorps polyclonal anti-
LMV couplé a la phosphatase alkaline. Dans une premiére expé-
rience, les échantillons asymptomatiques ont été testés. Les résultats
montrent 1’absence totale de LMV dans ces échantillons représentant
7 combinaisons (cultivar/station) et un total de 174 plantes (tabl. 1).
Une deuxieme expérience a concerné les échantillons virosés repré-
sentés par 19 combinaisons cultivar/station, chaque combinaison
étant représentée par un nombre variable d’échantillons, soit un total
de 67 plantes. Le LMV a été clairement détecté dans 9 échantillons
parmi les 19 stations (tabl, 1). Parmi les échantillons virosés, 6 com-
binaisons cultivar/station semblent étre infectées par un ou plusieurs
virus autres que le LMV et aucune donnée supplémentaire n’a pu
étre attribuée aux symptdmes observés. Il est donc clair que le LMV
est responsable de la moitié (34/67) des infections notées sur la lai-
tue dans les régions prospectées.

Dans le but d’étudier : les propriétés biologiques des isolats de
LMYV identifiés, d’évaluer leur degré de sévérité, leur faculté de
contourner ou non les génes de résistance, les neuf isolats ont été
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a i b Immuno- Type de
Isolat Origine Symptdmes empreinte l'isglat MV
TniB Pas de symptdmes (40 plantes) - -
Tn2R Mosaigue + (14/16) WE/C
Tn3R Mosaigque + (2/2) WE/C
Tn3B Mosaique - WE/C
Tn4B Manouba Rabougrissement, Mosaique +(1/1) WE/C-Most
7B Chlorose - -
Tn8F Rabougrissement, Chlorose - -
Tn9R Mosaique + (3/4) WE/C
TnSB Mosaique - -
Tn10B ? (1 plante) - -
Tn10R Rabougrissement ? - -
Tn11B Mornag Pas de symptdmes (40 plantes) - -
Tni2B ? (5 plantes) - -
Tn138 Mosaique + (5/5) WE/C-Most
Tn14BR Pas de symptdmes (13 plantes) - -
Tn15R Pas de symptémes (7 plantes) - -
Tn16R Pas de symptdmes (9 plantes) - -
Tni6B Mosaique - -
Tn17R Pas de symptémes (19 plantes) | . - -
Tn17R2 Mosaique - -
Tn18l Pas de symptémes (46 plantes) - -
Tn19R Lebna Mosaique +(2/2) WE/C
Tn19B1 Mosaique + (1/1) WE/C
Tn19B82 ? (1plante) - -
Tn20R Rabougrissement ? - -
Tn21R Mosaique +(5/10) WE/C
Tn21.4R Mosaique +{1/1) WE/C
Total plantes | Sans symptémes | 174 plantes 01174
Total plantes | Avec symptomes | 67 plantes 34/67

2 Une plante représentative d'une combinaison cultivar/station est choisie pour constituer

un isolat ocal. Lorsqu’un résultat positif et négatif est obtenu, la plante est choisie parmi les positifs.

b Symptdmes observés en plein champ.

mécaniquement inoculés aussi bien au cultivar de laitue Trocadéro
qu’au cultivar résistant Mantilia portant le géne moll. Deux
semaines apres inoculation, tous les isolats provoquent des éclair-
cissements de nervures ainsi que des mosaiques sur le cultivar
Trocadéro. En revanche, seuls les isolats Tn4B and Tn13B sont
capables d’induire des symptomes sur le cultivar Mantilia, témoi-

1 Tableau 1

Origine, symptémes observés en plein champ et détection du LMV
sur les échantillons étudiés par la technique de limmuno-empreinte sur membrane.
(+ : présence de LMV ; - absence de LMV). Le type accordé a chaque isolat

est le résultat de l'indexage biologique sur différents hétes.

gnant de leur capacité a surmonter le géne moll.
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Etude par RT-PCR-RFLP

Les acides nucléiques totaux extraits en utilisant la technique de
capture sur particules de silice a partir de neuf isolats infectés par le
LMYV, ont été utilisés, en une seule étape, pour I’amplification par
RT-PCR, d’une région génomique du LMV délimitée par deux
amorges spécifiques. Les oligonucléotides utilisés sont capables de
s’hybrider avec tous les isolats connus de LMV et d’assurer ’am-
plification de la région comprise entre la fin de 'extrémité 3° du
geéne de la polymérase (NIb) et le début de I’extrémité 5’ du géne de
la protéine capside (Revers er al., 1999). L’intérét de cette région
réside dans sa grande variabilité surtout dans la région N-terminale
de la protéine capside, ce qui permet la discrimination entre diffé-
rents isolats de LMV (Shukla er al., 1994 ; Revers et al., 1997 a).
L’ utilisation de I’amorge NIb en combinaison soit avec I’amorge P4
soit avec I’amorge P4Gr, a permis I’amplification d’un fragment de
taille 278 pb pour les neufs isolats tunisiens de LMV (fig. 1). Les
témoins positifs utilisés sont représentés par les fragments homo-
logues amplifiés a partir des isolats LMV-0 et LMV-Gr5 représen-
tant, respectivement, les groupes phylogénétiques WE/C et Grec
(Revers et al., 1997 a). Les produits PCR des isolats tunisiens ainsi
que ceux des témoins, ont été soumis a une digestion avec chacune
des enzymes de restriction suivantes-: Accl, Alul, BamHI, Ddel,
EcoRl, Haelll, Rsal, Sacl et Taql. Cette étude permettrait de classer
les isolats tunisiens parmi les trois groupes phylogénétiques connus
(Revers et al., 1999). Les résultats obtenus (tabl. 2) montrent clai-
rement que tous les isolats tunisiens appartiennent au groupe phy-
logénétique WE/C. A D’intérieur de ce groupe, les isolats peuvent
€tre discriminés selon les profils de restriction obtenus avec Accl,
Alul, BamHI, Ddel, EcoRl, Rsal et Sacl (Revers et al., 1999).

L’analyse de ces profils permet de classer les isolats tunisiens en
trois sous-groupes. Le premier est formé des isolats Tn2R, Tn3R,
Tn9R, Tnl9R, Tn19B1 et Tn21R et se caractérise par des profils de
restriction identiques & ceux de l'isolat LMV-0, membre type du
groupe WE/C transmis par la graine mais ne contournant pas les
geénes de résistance (Pink e al., 1992 ; Revers et al., 1997 a, 1999).
Le deuxieme est formé de I’isolat Tn21.4R, différent de I’isolat
LMV-0 par I’absence du site de restriction BamH]I. Le troisiéme est
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composé des isolats Tn4B et Tnl3B et se caractérise par des profils
de restriction identiques a ceux des isolats Most : LMV-13 et LMV-
Aud, connus par leur pouvoir de contournement des génes de résis-
tance (Pink et al., 1992 ; Revers et al., 1997 a, 1999).

10 11 12

123456 7829
VVYYVYVYVYVYVVVYVY

I Figure 1

Amplification par RT-PCR de la région comprise entre la fin de la région

polymérase et le début de la région capside pour les neuf isolats tunisiens de LMV.

Les fragments d’ADN sont visualisés, aprés électrophorése sur gel d'agarose 1,2 %,
par coloration au bromure d'éthidium. Piste 1 : échelle 100 pb (Gibco-BRL).

Piste 2 : produit RT-PCR de Fisolat LMV-0 utilisé comme référence.

Piste 3 : témoin négatif, amplification a partir d'une plante saine.

Les pistes de 4 & 12 correspondent aux amplifiats des isolats tunisiens, respectivement,
Tn2R, Tn3R, Tn4B, Tn13B,Tn9R, Tn19R, Tn19B1, Tn21R et Tn21.R.

Enzymes Accl Alul BamHI| Ddel |EcoRl|Haelll| Rsal Sact | Taql
Origine | Isolats |8927 (9036 | 8942|8956 | 8975 | 9046 |9135 | 9097 | 9091 | 9088 | 9057 | 8927 |8979| 8958 | 8958
Tunisie | Tn2R + + + + + +
Tn3R + + + + + +
Tn4B + + + + + + +
TngR + + + + + +
Tn13B + + + + + + +
Tn19H + + + + + +
Tn19B1 + + + + + +
Tn21R + + + + + +
Tn21.4R + + + + +
Gréce Gr5 + + + + + + + +
WE/C* 0 + + + + + +
13 + + + + + + +

* Europe de I'Ouest/Califomie

1 Tableau 2

Distnibution des sites de restriction tout au long du fragment

obtenu par RT-PCR des différents isolats de LMV tunisiens

et de rétérences. Les positions des nucléotides sont indiquées

par rapport a la séquence compléte de lisolat LMV-0 réalisée

par Revers et al. (1999). « + » indigue présence d’un site de restriction.
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Analyse de séquence

A I’exception de I’isolat Tn21R, la séquence des autres isolats tuni-
siens a été obtenue suite 2 un séquencage direct en présence de
I'oligo NIb. Les séquences nucléotidiques obtenues ont été alignées,
et comparées 3 celles d’autres isolats de LMV de référence (Revers
et al., 1997 a et b, 1999) par le biais du programme ClustalX
(Thompson et al., 1994). La région analysée comprend les 33 der-
niers acides aminés de la protéine NIb et les 39 premiers acides ami-
nés de la protéine de capside (CP). L’analyse générale de ces
séquences (fig. 2) montre, comme attendu, la présence du triplet
DAG indispensable pour la transmission des potyvirus par les puce-
rons chez tous les isolats tunisiens. De méme, le site de clivage entre
les protéines NIb et CP est bien le site Q/V comme décrit pour I'iso-
lat LMV-0 (Dinant et al., 1991). L arbre phylogénétique obtenu, uti-
lisant I’isolat LMV-Yar pour donner une racine, est en corrélation
avec I’analyse par RFLP. En effet, les isolats tunisiens peuvent étre
classés en deux sous-groupes. Un premier est représenté par les iso-
lats Tn4B et Tn13B dont la séquence est identique 2 celle des isolats
Most (Revers et al., 1997 a). Le second est représenté par le reste des
isolats tunisiens, regroupés avec I’isolat LMV-0. 1l faut également
signaler que le maximum de divergence a été observé entre I’isolat
Tn21.4R et I'isolat Tn9R. La divergence de I’isolat Tn21.4R est en
corrélation avec les résultats de I’étude par RFLP.

0/Tn2R KEASEAELEKYMEA| RSLVNDEDDDDMDEVYHQ/ /VDAKLDAGQGSKTDDKQKNSADPKDN | | TEKGSGSGQMK
TnOR/TA3R/TN19BI/TNIGR ----vvrecccranacNecmcanencoonnenn L e R
Th21.4R B e [ . §ereeVormannaanas
Aud/13Tn4B/Tn138 eeeeeaeneaaan Verrmmmannnn Teeronn [l eeeom e ettt et te s v-
9 e Verermmaeomnana. [T S [1-ES------ Der-GeemnePeo§onnnnnnns feeneVe
E et eeeeieieeieeaaeaaa, JleaTeenennnns Neeeen I T VR
T e [le-TeeeoeeoNeeaaaGee o§onoVeuuRennneaVe
Yar Rroeoeeanens D----- 1§:D-=-E-nvcenn [feaToeannn DN-A-N-L--T- -8 -SAV--ounnn-- -
GrB/Gr5 I ST T RN’ BT P [le-Teeennn DN-8-S---G--ES-- [AT-----§-V-P-
Grd . HA-1-+D---GA------ [leeTonnnnn DN-G-S---G--ES-- {TT+++--S.V.P-
I Figure 2.

Alignement en acides aminés de la région analysée pour les isolats tunisiens
ainsi que pour 10 isolats de référence (Revers et al.,, 1997 a). Le site de clivage
entre la protéine polymérase et la protéine de capside est indiqué par des barres
paralléles. Le triplet DAG, indispensable dans la transmission par les aphides,
est souligné. Les acides aminés identiques & ceux de l'isolat LMV-0 dans cette
région sont indiqués par des tirets.
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l Discussion

L’émergence d’isolats de LMV hautement pathogénes et capables
de contourner les genes de résistance décrits chez la laitue a suscité
un intérét particulier pour mieux comprendre les interactions molé-
culaires entre cet agent pathogene et son hote. Le danger émanant
de ces isolats est d’autant plus grand qu’ils sont capables de trans-
mettre la maladie a4 de nouvelles régions via les lots de graines
contaminées. Ainsi, le développement de moyens de diagnostic
rapides et I’analyse des relations entre les propriétés biologiques et
moléculaires permettraient de mieux contrdler ce virus.

Dans ce travail, nous avons testé, pour la présence du LMV, un
nombre important d’échantillons de feuilles de laitue collectés a tra-
vers la Tunisie. La technique de détection par immunoempreinte sur
membrane est un test rapide, fiable et trés économique. Avec cette
technique, un trés grand nombre d’échantillons peut étre testé tres
rapidement. Ce test sera sans doute un des moyens les plus efficaces
pour une étude épidémiologique du LMV. Le seul critére qui condi-
tionne V'efficacité de ce test est I’absence de réactions croisées avec
les composants de la plante au cours de la préparation de I’anticorps.
Ainsi, Paspect sanitaire de la culture de la laitue en Tunisie semble
étre satisfaisant. Aucune infection par le LMV n’a pu étre détectée sur
174 échantillons collectés au hasard. De plus, il semble que le LMV
soit I’agent pathogéne responsable de la moitié des infections de la
laitue au cours de la période des prospections (novembre 1999). Il est
probable que les génes mol! et mo12 que portent les variétés cultivées
en Tunisie, assurent un certain degré de résistance contre ce virus.
Toutefois, parmi les neufs isolats étudiés, deux, Tn4B et Tn13B, sont
capables de surmonter le géne mol! du cultivar Mantilia.

Les propriétés moléculaires des isolats tunisiens ont été analysées par
deux techniques efficaces : la RT-PCR-RFLP et le séquengage direct.
Les résultats montrent que tous les isolats appartiennent au groupe
phylogénétique WE/C et qu’a Vintérieur de ce groupe les isolats
Tn4B et Tn13B sont du type Most. L'isolat Tn21.4R diverge 1égére-
ment des autres isolats. Du moment ol 1a majorité des isolats est du
type LMV-0, I"utilisation de variétés portant les geénes mol semble
étre efficace contre le LMV, En effet, il a été récemment montré que
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cette résistance annule le pouvoir de transmission par la graine dans
le cas d’infections asymptomatiques. Quant & 1’origine des isolats du
type Most en Tunisie, elle peut étre attribuée 4 la persistance dans
I’environnement de contaminations 2 travers les mauvaises herbes et
aux techniques culturales, mais surtout A 1a contamination via les lots
de graines. La variabilité moléculaire observée entre des isolats col-
lectés dans une méme station tels que Tnl9B et Tnl9R, ou bien
Tn21R et Tn21.4R est en faveur de cette deuxiéme hypothése.

La présence d’isolats du type Most en Tunisie constitue une menace
réelle pour la culture de laitue. La grande homologie de séquence
entre ce type d’isolats identifiés dans des régions géographiques dif-
férentes indique qu’ils sont propagés 2 travers des lots de graines.
Ainsi, le développement de 1a production de la laitue en Tunisie est
inhérent 2 la valorisation des programmes de certification des graines.
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