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VIROLOGIE DES INVERTEBRES. —Purg'ﬁcatioh et étude structurale du virus
du Coléoptére Oryctes rhinoceros L. Note (*) de MM. Pierre Monsarrat, Jean-
Claude Veyrunes, Gérard Meynadier, Guy Croizier et - Constantin Vago,
‘Membre de I’Académie.

Le virus d’Oryctes a été purifié & partir de plusieurs organes de larves et d’adultes contaminés.
L’acide nucléique du virus s’est révélé étre,un ADN. Des caractéres structuraux de Penveloppe et de
la nucléocapside ont €té mis en évidence en coloration négative.

Nous avons développé dans deux Notes récentes [(*), (®] I’étude de la patho-
genése et du cycle intracellulaire d’un virus observé au cours d’une maladie du
Coléaptere Oryctes rhinoceros L., décrite en Malaisie [(*), (*)]. Les essais d’emploi

‘de ce virus dans la lutte biologique contre ce ravageur du cocotier [(°), (°)], conférent

un intérét particulier & ’étude de cet agent pathogéne dont la caracterlsatlon est
par ailleurs importante pour la virologie comparée.

En vue de cette caractérisation, il était avant tout indispensable d’obtenir le virus
a 1'état pur, et-de définir ses propriétés ultrastructurales ainsi que la nature de
son acide nucléique. \

PURIFICATION DU VIRUS. — Le matériel infecté est obtenu & partir des intestins
moyens de larves de début de 3¢ stade et de différents tissus d’adultes contaminés
per os. Ces organes sont broyés 4 4 °C, en tampon phosphate M/500, pH 8,5, dont
le At est ajusté & 0,90 °C par adjonction de saccharose’ Le broyat est clarifié par
deux centrifugations successives, respectivement de 10 mn 4 1000 g et de 45 mn
a 5000 g. Le surnageant est sédimenté & 20 000 g pendant 60 mn. Le culot obtenu,
dispersé dans un tampon phosphate M/1 000, pH 8,5, contenant 12 %, de saccha-
rose, est déposé sur gradient de saccharose 15-50 % de pH 8,5 qui est centrifugé
pendant 3 h a 72 000 g. ,

La bande contenant le virus se situe au niveau correspondant a environ 40 %
de -saccharose. N _

La purification est achevée en répétant les séries de centrifugations avec la
bande contenant le virus. .

Ces précautions particuliéres ont été nécessaires  cause de la fragilité du virus
et de sa tendance a Pagrégation, notamment en fonction des conditions de pH et
de pressoion osmotique.

Au microscope électronique, le Virus est observé aprés coloration négative

par une solution de molybdate d’ammonium & 2 %, pH 7,2, dont le At est ajusté
4 0,90 °C par adjonction d’acétate d’ammonium.

Dans la bande 4 40 9/ de saccharose, et aprés plusieurs passages sur gradients,
le virus a ét€ obtenu & un degré de pureté satisfaisant (fig. 1), pour une caractéri-
sation de I’acide nucléique. En effet, cette bande renferme uniquement des virions
de forme et de taille homogénes ne presentant que de falbles différences 1nd1v1duelles
précisées plus loin.
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CARACTERISATION DE L’ACIDE NUCLEIQUE. — La suspension virale obtenue aprés
centrifugation en gradient de densité est dialysée pendant 48 h contre deux fois
3 litres de tampon phosphate M/1 000, pH 7,8, contenant 1,5 9% de chlorure de
sodium. L’échantillon est ensuite incubé dans le méme tampon avec de la ribo-
nucléase & la concentration de 300 pg/ml & 4 °C pendant 2 h, puis avec de la désoxy-
ribonucléase & la concentration de 80 pg/ml en présence de chlorure de magnésium
0,002 M a 20 °C pendant 3 h. Ces opérations ont pour but d’éliminer les acides
nucléiques libres pouvant contaminer les préparations.

La nature de I’acide nucléique viral a été recherchée par les méthodes colori-
métriques. La réaction a l'orcinol selon Mejbaum (7), qui permet de déceler PARN,
a donné un résultat négatif. Par contre, I’essai a la diphénylamine selon Giles et
Myers (5) a été positif.

Ces résultats mettent en évidence la nature ADN du génome viral. L’étude
quantitative et structurale de I’acide nucléique est en cours.

Fig. 1. — Particules virales purifiées & partir d’une larve d’Orycies rhinoceros atteinte de la maladie de
« Malaisie » [Micr. électr., col. nég. au molybdate d’ammonium (G X 58 000)].

Fig. 2. — Coupe d’une cellule intestinale de larve. Virions présentdant des élargissements latéraux et api-
caux de I’enveloppe [Micr. électr. (G X 115 000)].

Fig. 3. — Particule aprés dégradation progressive. Séparation de I'enveloppe et de la nucleocap51de a
extrémités épaissies [Micr. électr., col. nég. (G X 115 000)].

Fig. 4. — Deux nucléocapsides dans une enveloppe [Micr. électr., col. nég. (G X 100 000)].

Fig. 5. — Forme longue de virion parmi des particules de taille normale [Micr. électr., col. nég. (G X
35 000)].

STRUCTURE DES VIRIONS. — Les particules obtenues par purification se pré-’
sentent sous forme de bitonnets assez trapus a extrémités arrondies, mesurant
110 x 235 nm en moyenne. Quelques particules exceptionnellement longues (2 ou
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3 fois la longueur de la particule normale) ont été notées ( fig. 5). Sur de nombreuses
particules on observe un élargissement dissymétrique. Sur ‘certaines particules
cette irrégularité est accentuée, probablement par suite d’une 1égére altération super-
ficielle. Un prolongement apical de I’enveloppe, replié latéralement, confére au
virion un aspect caractéristique. Il est vraisemblable que cette particularité, limitée
essentiellement & I'enveloppe, bien que révélée par les opérations de purification,
constitue un caractére du virion. En effet, des figures d’élargissements latéraux et
apicaux de l'enveloppe peuvent &tre reconnues sur coupes ultrafines sur certains
virions observés in situ dans les noyaux cellulaires ( fig. 2).

En provoquant une dégradation progressive des virions on peut distinguer
au sein d’une enveloppe une nucléocapside en forme de batonnet droit. Dans
quelques cas la présence de deux nucléocapsides au sein d’une méme enveloppe a été
notée (fig. 4). Les extrémités de la nucléocapside sont aplaties et épaissies et on dis-
tingue deux feuillets superposés a cet endroit (fig. 3). Par cette méthode on peut
également séparer nettement la nucléocapside de ’enveloppe et méme obtenir
des capsides isolées. Une structure a sous-unités peut &tre reconnue sur certaines
capsides ainsi que sur certaines enveloppes.

CONCLUSIONS. — I’obtention de particules purifiées du virus d’Oryctes a
permis la détermination de la nature de ’acide nucléique, ADN, élément essenticl de
la caractérisation et de la classification des virus.

En mé&me temps la purification a rendu possible ’étude des virions en coloration
négative et, en utilisant le principe de la dégradation progressive, plusieurs parti-
cularités de ’enveloppe et de la nucléocapside ont pu &tre montrées. Ces éléments
confirment une certaine analogie avec les Baculovirus tout en mettant en évidence
des différences structurales par rapport a ce groupe.

Enfin, le fait de disposer de suspensions de virus purifiés ouvre directement
la voie & I'étude sérologique et par conséquent 3 la mise au point du diagnostic
essentiel pour la cofinaissance de I’écologie de cet agent potentiel de lutte biologique.
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