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Abstract: Evaluation of the genetic and biological diversity generated in a popu-
lation of Cauliflower mosaic virus during a single passage in a host plant. Cauli-
flower mosaic virus (CaMV) is a dsSDNA virus replicated via reverse transcrip-
tion of a pre-genomic 35S RNA. Reverse transcriptases are believed to have
a high error rate during DNA synthesis and to rapidly generate many vari-
ants in a virus population. An exhaustive characterization of genetic and
biological diversity within a plant virus population has never been reported
from a single infected host. Using CaMV as a biological model, we have
initiated a research program to evaluate both genetic and biological diversity
appearing within a virus population during a single passage in a host plant
(Brassica rapa, cv: “Just Right”). The CaMV is particularly suited for such
experiments because full-length genomic clones are obtained very easily and
are potentially infectious by simple and direct mechanical inoculation of
cloned DNA into plants. A host plant was inoculated with the reference
clone pCa37, hence with a unique viral sequence, and the virus population
was purified from one single newly formed young leave after development
of systemic infection. The DNA genomes were extracted from this sample
and directly cloned into pUC19.
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We have initiated the complete sequencing of 100 clones and tested their
individual biological properties: infectivity, transmissibility and symptoms
expression. This project is still in progress but preliminary results allow
some stricking conclusions. From the partial sequencing of 70 clones, we
can predict that all genomes harbour one or several mutations, including
point mutations, insertions, or deletions. This indicates that the originally
introduced sequence may have rapidly disappeared from the population.
The biological characterization of all 100 clones demonstrates that about
half of the encapsidated genomes within the population are not infectious
when inoculated individually and that, among those effectively infecting
the host plant, very different symptoms can be observed.

plant virus / CaMV / mutation / quasi-species / virus evolution

Résumé : Durant la réplication, les ARN polymérases et les transcriptases
inverses virales font de trés nombreuses erreurs, engendrant l'apparition
d'autant de mutations au sein des génomes viraux. En conséquence, une
population virale devient rapidement un ensemble hétérogene de variants
apparentés, centré sur une séquence moyenne ou consensus (concept de
« quasi-espéce »). Bien que ce concept ait été partiellement vérifié chez des
virus de bactéries, d'animaux et de plantes, aucune caractérisation exhaustive
n'a été effectuée a ce jour. Ce que nous entendons par caractérisation
exhaustive signifie la détermination des séquences totales d'un grand nombre
de génomes viraux d'une méme population, ou chaque séquence puisse étre
testée pour ses propriétés biologiques. Nous avons entrepris de caractériser la
structure d'une population du Cauliflower mosaic virus aprés I'infection d’une
plante héte (navet, Brassica rapa, cv : «Just Right »), initialement infectée par
un clone viral (séquence unique). Une fois I'infection développée, nous avons
extrait ADN de la population virale et directement cloné une centaine de
génomes viraux dans le plasmide bactérien pUC19. Ces clones sont en cours de
séquengage total et leurs propriétés biologiques individuelles ont été testées par
inoculation mécanique de ’ADN cloné a des plantes hotes. Nous présentons
ici les résultats partiels du séquengage de 100 génomes viraux complets et la
caractérisation de leurs propriétés biologiques. Bien que préliminaires, les
données issues de ce projet permettent de prédire que chaque clone porte une
ou plusieurs mutations qui peuvent étre des substitutions de nucléotides, des
insertions ou des délétions de taille variable. La caractérisation biologique de
ces clones isolés montre que pres de la moitié ne sont plus infectieux et que des
clones aux propriétés biologiques extrémement variables apparaissent durant
un seul cycle d’infection de I’héte et coexistent dans la population.

virus de plante / CaMV / mutation / quasi-espéce / évolution virale

156
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1. INTRODUCTION

Le concept théorique de la « quasi-espece » [5] a été appliqué a la
virologie pour illustrer une population virale issue d'un seul et unique
génome initial [3], [6], [10]. Du fait d'un taux d'erreur trés élevé des
réplicases virales, en particulier les ARN polymérasessARN
dépendantes et les transcriptases inverses [4], la réplication virale
générerait une multitude de genomes « fils » ayant subi des mutations et
la population virale serait alors constituée d'un ensemble hétérogene de
variants apparentés. Les données expérimentales, obtenues sur les virus
de bactéries, d'animaux et de plantes, semblent en accord avec
l'existence des quasi-espéces [3], [6]. Cependant la caractérisation de
cette structure populationnelle reste fragmentaire puisque : i) toutes les
données disponibles concernent l'analyse de la variabilite génétique
d'une région génomique et non pas de génomes complets (voir par
exemple [7] et [2] et ii) les études de la variabilite biologique qui
pourrait étre associée a cette variabilité génétique sont quasi inexistantes
(pour exemple [14]. De cette situation résulte une méconnaissance
flagrante des relations biologiques et génétiques qui existent entre clone
et population (ou quasi-espéce) virale.

Chez les virus de plantes, les données expérimentales relatives a la
variabilité intra-quasi-espéce sont rares et se résument a quelques
séquences de portions de génome [15]. Des résultats préliminaires publiés
sur le Cauliflower mosaic virus (CaMV) portaient sur l'analyse de onze
clones d'une méme population pour lesquels les propriétés biologiques
ont été déterminées ainsi que la séquence d'un des six geénes de ce virus
[1]. Bien que la taille de 1'échantillon analysé ait été beaucoup trop faible
pour pouvoir prétendre avoir une image fiable de la structure
populationnelle, cette étude a clairement démontré une variabilité
extrémement élevée a la fois génétique et biologique. Les résultats
présentés ici sont un prolongement de cette étude préliminaire.

Le CaMV est un virus a ADN double brin circulaire de 8 000 paires
de bases qui est transcrit en un ARN polycistronique de taille
génomique, ’ARN 35S. Cet ARN 35S sert a la fois d’ARN messager
pour la traduction de 5 génes viraux et de matrice pour la synthese de
nouveaux génomes ADN, donc pour la réplication, lors d'une étape de
transcription inverse [11]. Les transcriptases inverses sont des ADN
polymérasessARN dépendantes dont le taux d'erreur est du méme
ordre que celui des ARN polymeérases-ARN dépendantes [4]. 1] est ainsi
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prévisible qu’une diversité importante se développe rapidement au sein
des populations de CaMV. Si des mutations sont tres souvent détectées
au sein des génomes viraux d’une méme population, les conséquences
de ces mutations sur les propriétés biologiques des génomes
correspondants sont le plus souvent tres difficiles a analyser. En effet,
dans le cas des virus 2 ARN, les clones complets de génomes infectieux
s'obtiennent en plusieurs mois de travail et, dans le cas des virus
d’animaux (et surtout humain) 3 ADN, des considérations éthiques
évidentes interdisent linfection systématique d’hotes pour la
caractérisation des clones.

Le CaMV est le membre type du genre Caulimovirus qui appartient
au groupe des Pararétrovirus. Ce groupe comprend aussi les genres
Badnavirus (virus de plantes) et Hepadnavirus (virus d'animaux tels que
I'hépatite B) qui ont un cycle de réplication trés similaire a celui des
Caulimovirus [11]. 11 est vraisemblable que les résultats que nous
présentons sur le CaMV soient, au moins en partie, extrapolables a
I'ensemble des virus de ce groupe. Le CaMV est dans ce sens un modele
unique pour ce type d’expérimentations. En effet, il est codé par un petit
génome d'ADN bicaténaire qui est directement clonable dans un
plasmide bactérien classique ou il se maintient de maniére tres stable. Un
génome ainsi cloné est directement infectieux sous forme plasmidique par
simple inoculation mécanique a la plante hote. Ce systeme de
clonage/infection de I'h6te nous a permis d'initier la premiere
caractérisation a la fois génétique et biologique A grande d’échelle d’une
quasi-espéce virale.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Isolat viral, plante hote et puceron vecteur

Le clone de référence du CaMV est dénommé pCa37 [8] et
correspond & un génome complet de I'isolat Cabb-S cloné a 'aide du
site unique Sa/ I dans le plasmide bactérien pBR322. Les symptomes
induits lors de I'infection d’une plante hote par ce clone sont visibles
dans la figure 2. Ils correspondent a un éclaircissement des nervures qui
engendre un patron de mosaique caractéristique, ou les nervures sont
jaune clair et les zones limbiques internervaires restent longtemps vert
sombre. Toutefois, sur les feuilles vieillissantes, ou en fin d’infection
aussi sur les jeunes feuilles, les régions claires autour des nervures
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s’élargissent et fusionnent pour aboutir au jaunissement quasi total des
feuilles. Le clone Cabb-S induit un léger « gauffrage » des feuilles jeunes
qui s’estompe par la suite sur les feuilles épanouies et un nanisme
modéré de la plante est aussi observable.

Les plantes hotes pour le CaMV se trouvent dans la famille des
Brassicaceae et quelquefois des Solanacese. L’isolat Cabb-S est
strictement inféodé aux Brassicaceae et ’espéce modeéle utilisée est le
navet (Brassica rapa) de la variété hybride F1 « Just Right ».

Le puceron vecteur est Myzus persicae (clone Montpellier) maintenu
sur des plants de navet sains, dans des cages « insect proof » ventilées. La
température et la photopériode sont contrblées pour induire une
reproduction asexuée chez les pucerons afin de maintenir une base
génétique uniforme.

2.2. Inoculation d’ADN viral cloné

L’ADN viral cloné dans un plasmide bactérien (pUC 19 ou pBR322)
est libéré par digestion a I’aide de ’enzyme de restriction Sa/ I. Suite a la
digestion et donc a I’excision du génome viral, ’ADN total est extrait
par la technique classique de « phénol/chloroforme ». Aprés ajout de
0,1 pg final ’ARNt et d’ADN de sperme de saumon (protégeant
contre les nucléases), I’ensemble est précipité dans de 1’éthanol 70 %
additionné de sel d’acétate de sodium, a -20 °C. L’ADN ainsi précipité
est resuspendu dans du tampon TE 1X (Tris 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8) de telle sorte que la concentration finale de ’ADN viral soit de
0,20 mg.ml". Cette solution est alors déposée sur chacune des deux
feuilles de jeunes plantules, a raison de 20 ul par plante soit 4 ug,
préalablement saupoudrée avec un abrasif (Carborundum). La solution
est alors étalée avec un doigt ganté sur la totalité de la surface des
feuilles, avec une pression trés modérée. Cet exercice blesse légérement
I’épiderme et crée de multiples points d’entrée pour ’ADN viral sans
pour autant endommager les feuilles. L’ADN viral est ainsi directement
infectieux et les symptomes généralisés de la maladie apparaissent sur
les feuilles néoformées a partir de deux semaines post-inoculation.

2.3. Clonage de ’ADN viral

La plus jeune feuille néoformée est prélevée sur une plante infectée.
L’ADN viral est extrait, comme décrit précédemment [9] et une étape
supplémentaire de purification avec le kit d’extraction « Wizard »
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(Promega) est ajoutée. 1l est important de noter ici que la technique de
purification de ’ADN utilisée consiste en une pré purification des
particules virales (permettant d’éliminer ’ADN chromosomique des
plantes), suivie d’une extraction des génomes viraux. En conséquence,
I’ADN qui est purifié correspond a de ’ADN qui était encapsidé dans
des particules virales matures.

La population de génomes purifiés est linéarisée a I’aide de ’enzyme
Sal I et directement clonée au site correspondant dans le plasmide
bactérien pUC19. Les trés nombreux clones obtenus sont isolés, le
plasmide est purifié et digéré par Sa/ I, pour une analyse sur gel
d’électrophorese. Les clones avec un insert de la taille approximative du
génome du CaMV (8 000 paires de bases) sont conservés. Ceux, trés rares,
dont linsert est clairement différents (< 6 000 paires de bases) sont
éliminés.

2.4. Séquengage de ’ADN

Le séquengage de ’ADN viral est sous-traité par les sociétés MWG
et Genome Express. Les clones complets du CaMV sont séquencés a
I’aide de quatorze amorces réparties sur I'ensemble du génome. Chaque
amorce est distante d’environ 600 pb de la précédente et de la suivante
de sorte que les séquences obtenues pour un clone donné soient
chevauchantes et puissent étre assemblées.

2.5. Transmission par le puceron vecteur

Un grand nombre de pucerons sont placés dans un bocal hermétique
pour un jetine de 2 h. Is sont alors déposés sur la plante infectée, pour
acquisition du virus durant quinze minutes, puis sont transférés par lots
de dix sur des jeunes plantules durant une nuit, pour permettre
Pinoculation du CaMV. Ces plantules sont traitées avec un insecticide
puis placées dans nos chambres de culture durant six semaines pour le
développement de I'infection.

3. RESULTATS
Une jeune plante a été inoculée a I’aide du plasmide pCa37 (clone du

CaMV souche Cabb-S), comme indiqué dans Matériels et méthodes
(M&M). Apres 30 jours d’infection, une tres jeune feuille néoformée,
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apparue depuis moins de cinq jours, a été prélevée et PADN viral en a été
extrait puis cloné (M&M). Plusieurs centaines de clones complets du
génome du CaMV ont été obtenus a partir de cette unique feuille. Ils sont
donc représentatifs d’une population du CaMV qui s’est développée durant
trente jours dans un hote unique suite a I'inoculation d’une séquence
initiale unique. Cette population est dénommeée : « pop0 ».

3.1. Analyse de la diversité génétique au sein de pop0

Le séquengage systématique de 100 génomes complets du CaMV de
popO a été entrepris et est toujours en cours. Tous les clones sont séquencés
de front depuis la position O vers la position 8024 (numérotation [8]).
Actuellement les séquences disponibles s’étalent des nucléotides 1 a 3 000,
ce qui représente environ 37 % du génome. A ce stade, nous ne pouvons
présenter les données que de maniére globale, sans détails de la position et
de la nature de chaque mutation ni corrélation entre une mutation donnée
et son impact sur les propriétés biologiques. En effet, une propriété
observée pourrait étre liée 3 une mutation dans des régions non encore
séquencées. De méme, une analyse poussée de ces séquences (taux de
mutation en fonction des génes ou séquences non codantes, rapport
synonyme/non-synonyme, ...) devra attendre la collecte de la totalité des
données. 1l est néanmoins d’ores et déja possible de tirer quelques
conclusions générales qui apparaissent extrémement intéressantes, parfois
méme inattendues.

La figure 1 présente une image globale de la population de génomes
popO telle que nous pouvons la décrire actuellement. Sur un total de
100 clones, 61 présentent des mutations dans la région séquencée.
Chacun de ces 61 clones comporte entre 1 et 3 mutations qui peuvent
etre des substitutions ponctuelles, synonymes ou non, des insertions et
délétions de taille variable. Il semble que ces mutations apparaissent en
des localisations aléatoires (différentes régions codantes ou non
codantes) bien qu’aucune analyse statistique de ce point particulier n’ait
été menée a ce stade. Si tel est le cas, tous les génomes comporteront
une ou plusieurs mutations, puisque sur une zone séquencée ne
représentant que 37 % du génome, nous avons déja 61 % de mutants. La
premiére conclusion est donc que le taux de mutation est tel, que la
séquence initialement introduite est perdue en un seul passage dans
I’hote. Par contre, une analyse rapide de la figure 1 démontre que
chaque mutation est rare et que la séquence consensus est conservée sur
la partie séquencée.
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Figure 1: Représentation schématique des mutations identifiées dans pop0. Sur
100 clones sequencés entre les nucleotides O et 3000, les 61 pour lesquels des
mutations ont été détectées sont représentés par des lignes horizontales, et
numérotés sur la gauche. En haut, la région du génome du CaMV concernée est
schématisée, avec la région non codante (NC) et les cadres de lecture ouverts I, I,
II et IV en couleur. La numérotation des nucléotides est indiquée au-dessous. Les
mutations identifiées se retrouvent aussi bien dans la région non codante (cercles
verts) ou dans les cadres de lecture ouverts, et peuvent étre des substitutions
synonymes (cercles rouges), non synonymes (cercles bleus) ou encore des délétions
(barres v1olettes) ou des insertions {barres jaunes) de taille variable. Les cercles gris
correspondent a des substitutions ponctuelles récemment détectées sur des
alignements, mais qui n’ont pas encore été caractérisées. La position 0 de chaque
génome est représentée par un petit cercle gris fonce.

3.2. Analyse de la diversite biologique au sein de pop0

La totalité des 100 clones de popO a été analysée. L’inoculation
mécanique de chacun des clones, aux plantes tests, est effectuée comme
indiqué dans le M&M. Ces plantes sont alors controlées visuellement
jusqu’a 6 semaines post-inoculation pour 'apparition des symptomes.
Dans les cas ou aucune infection n’apparait apres 6 semaines, les plantes
sont éliminées et le test est répété 3 fois avant que le clone correspondant
soit déclaré non infectieux. Tous les clones infectieux sont testés pour leur
transmissibilité par pucerons (M&M) avant que les plantes solent
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éliminées. Sur un total de 53 clones ayant engendré une infection
systémique de I’hote inoculé, tous ont pu étre ultérieurement transmis par
pucerons a une nouvelle séne de plantes. Ce résultat indique que les
mutations présentes dans ces 53 clones n’affectent pas la transmussibilité du
CaMV par son insecte vecteur.

Le résultat le plus marquant de cette partie du projet est le fait que 47 %
des clones ne sont pas infectieux dans nos conditions expérimentales. 11
faut rappeler que ces clones dérivent chacun d’un génome encapside de
pop0. Cect signifie que, dans une population de CaMV, pres de la moitié
des particules virales matures, contiennent en fait un génome qui n’est pas
infectieux s’il est inoculé individuellement.

Une autre observation importante porte sur la nature des symptomes
associés a différents clones. Si la plupart ont un phénotype qui ressemble,
en premiere analyse, a celui du clone parental pCa37, deux exhibent des
pheénotypes atypiques soit atténués, soit tres séveres (fig. 2).

Figure 2: Exemple de clones associés a un phénotype atypique. Les plantes
infectées par le clone de référence pCa37 sont notées Cabb-S. Le clone n° 60
exhibe un phénotype atténué et le clone n°® 51 un phénotype sévere, comme
explicité dans le texte. Le panneau du haut rend bien compte du nanisme marqué
et faible des clones n® 51 et 60, respectivement. Le panneau du bas permet de bien
visualiser la mosaique plus distincte pour le clone n°® 60 que pour les clones n° 51
et pCal7.
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Le clone 60 arbore un phénotype atténué dans la mesure ou le nanisme des
plantes est moins prononcé que chez le controle Cabb-S, et ot les veines claires
ne fusionnent jamais, maintenant une mosaique trés marquée méme sur les
feuilles 4gées. A lopposé, le clone 51 apparait extrémement sévére, les
éclaircissements des nervures sont parfois nécrotiques, la totalité des feuilles est
affectée par un gauffrage accentué et un nanisme beaucoup plus prononcé que
chez le contrdle. Cette observation indique que des mutants ayant des propriétés
biologiques tres différentes, a la fois entre eux et par rapport aux propriétés du
clone parental, apparaissent tres rapidement et coexistent au sein de pop0. Le
phénotype observé sur une plante infectée est donc une résultante de I'ensemble
des propriétés des clones qui composent la population. 1l est évident qu’un
goulet d’étranglement extréme, tel que I'isolement d’un clone, peut fixer une ou
plusieurs mutations et clairement révéler leur phénotype associé.

4. DISCUSSION

Les résultats présentés dans cet article, bien qu’encore incomplets,
représentent la premiére caractérisation exhaustive de la diversité
génétique et biologique générée au sein d’une population virale. Nous
avons en effet controlé la diversité inoculée au départ (nulle), ce qui est
impossible lors de collectes de populations au champ. Nous
connaissons parfaitement I’histoire évolutive de notre population pop0
et nous nous sommes volontairement placés a une échelle de temps et
d’espace qui nous apparait tres significative sur un plan biologique :
I'infection d’un seul hdte. Ce projet a produit et produira des résultats
trés porteurs sur le plan fondamental, mais il génére surtout une
quantité impressionnante de perspectives dont certaines seront
évoquées ci-dessous.

Il apparait que le concept de la quasi-espece est totalement vérifié
puisque la séquence initiale n’existe plus que sous forme de séquence
consensus. Le nombre de mutations générées a cette échelle de temps
est trés élevé, et sera certainement bien supérieur a l.génome™. Le fait
que la plupart des mutations identifiées soient différentes prouve
qu’elles sont apparues indépendamment. Quelques-unes sont retrouvées
plusieurs fois et pourraient donc étre issues de la réplication d’un seul
événement de mutation. A terme, en considérant les régions du génome
ou les mutations sont les plus fréquentes, et en posant I’hypothese
conservatrice qu’elles ne sont pas contre-sélectionnées, nous pourrons
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estimer expérimentalement et 4 minima le taux d’erreur associé a la
transcriptase reverse du CaMV.

La nature des mutations, dont beaucoup sont de grandes ou petites
insertions et délétions qui ne conservent pas la phase des régions
codantes, indique que de nombreux génomes ne sont plus fonctionnels,
ce qui est confirmé par notre analyse biologique. Ceci suggére que les
mutations délétéres qui apparaissent au sein des génomes ne semblent
pas contre-sélectionnées a I’échelle de notre expérimentation [12]. Il
s’agit 12 d’un point trés important car I'unité de sélection chez les virus
est un concept tres disputé a I’heure actuelle. Au-dela des clones non
infectieux, une analyse biologique plus précise que celle établie ici
consistera a évaluer la valeur sélective et la virulence de chacun des
clones pris indépendamment. Cette étude de longue haleine apportera
des informations supplémentaires sur le spectre de mutants, a savoir sur
la proportion relative des mutations délétéres et bénéfiques qui se
maintiennent dans la population a cette échelle de temps et d’espace.

L’ensemble des mutants, qui ne sont plus infectieux
individuellement, pourrait étre considéré comme un « fardeau» de
virus défectifs interférant dans la population. Cependant, au cours d’un
autre projet, nous avons pu déterminer le taux de recombinaison a la
méme échelle temporelle, et celui-ci s’avére aussi élevé que le taux de
mutations : apres infection d’un seul hote, tous les génomes de la
population ont subi au moins un événement de recombinaison. Dans ce
contexte, les génomes non infectieux pourraient tout aussi bien
participer a la population efficace. Les taux de mutation et de
recombinaison étant trés élevés chez le CaMV, la question de
I'interaction entre différentes mutations devient particuliérement
intéressante. Suite a ’analyse fine de I'effet des mutations identifiées ici
sur la valeur sélective et la virulence du CaMV, il sera possible de les
combiner afin de tester leurs interactions de type additives ou
épistatiques.

Notre analyse démontre enfin que des « pathotypes» atypiques
(clone 60 et 51), pouvant étre atténués ou tres séveres, apparaissent lors
d’un seul passage du virus dans I’hote. Les phénotypes atypiques
semblent « moyennés » au sein d’une population pour laquelle le
phénotype apparent semble plutdt attribuable a une séquence consensus
(ici celle de pCa37). L’émergence d’un pathotype nouveau est tres
certainement liée a une modification de cette séquence consensus par
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fixation ou augmentation de fréquence de certaines mutations, qui
peuvent étre le fait soit de la sélection, soit de la dérive génétique. De
trés nombreuses pratiques agricoles agissent clairement sur ces deux
facteurs et il semble trés probable que I’activité humaine participe a
installation de ces pathotypes qui pourraient bien exister a faible
fréquence et en permanence dans toutes populations virales.
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