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INTRODUCTION

Préambule. Des trois sujets initialement proposés dans sa lettre d'accueil,
M. Harrison a finalement retenu l'éiude d'un virus du manioc récemment
i5016. Ce choix se justifiait par |

--- T'intérét scientifique du virus: les résultats préliminaires suggéraient
que nous étions en présence d'un virus inconnu jusqu'a présent et qu'il
s'agissait peut-étre du bremier représentant d'un groupe nouveau.

--- T'importance économique du probléme: sans préjuger de I'ampleur des
peftes provoquées, 1'ageht pathogéne de la maladie doit étre identifié si

T'on veut ensuite, par un contrdle phytosanitaire basé sur des fests
‘s'éroiogiques, éviter une diffusion accidentelle du virus lors du transfert
de matériel végétal d'un péys ou d'un continent a l'autre. -

—=-par 'origine du virus: le virus brovient de Cét_e d'lvoire. li a été iso0lé
au SCRI & T'occasion de 1'étude exhaustive des souches de la Mosaique
africaine du manioc de Cote d'lvoire, travail mené en collaboration entre le
- laboratoire de Virologie d'Adiopodoumé et le departement de Virologie du
SCRI.

Objet du document Cé texte n'a pas été écrit dans T'esprit dune
publication. 11 s'agit plutét d'un compte-rendu “au jour ie jour” du travatl
ac:commi. Il décrit la méthode appliquée, les résultals obtenus, les
difficultés rencontrées et la facon dont elles ont été surmontées. Nous
avons débuté notre travail par 1'étude des propriétés biologiques du virus,
puis nous avons procédé a la mise au point de 1a méthode de purification.
Celle-ci achevée, nous avons entamé 1'étude des propriétés sérologiques
(mise au point d'un sérum et de tests sérologiques) et bi‘ochimiques

(caractérisation de 1a protéine, de 1'acide nucléique ...).



RESULTATS

'Résultats préliminaires, Les tests réalisés avant mon arrivée au SCRI ont
mis en évidence les résultats suivants:
--- le virus est transmissible mécaniguement
--= Chenopodium murale est un hbte "diagnostic”
= Cﬁenapodizm guinoa est un hote de multiplication possible.
—-- I} existe au moins deux souches du virus: une souche "forte’
caractérisée par des symptémes de flétrissement et de nécrose et une
souche “faible” qui infecte £ 5017709 sans provoquer de symptomes.
. -=- Des particules bacilliformes ont été observées au’ microscope
- électronique dans-des extraits de plants de £ quinog infectés.
--- Aucune réaction sérologique n'a été détectée avec d'autres virus
“bacilliformes et en particulier avec 1'Alfalfa mosaic virus, virus qui

semble morphologiquement le plus proche.

Propriétés biologiques. La gamme d'hote, identique pour les deux souches,
| comprend des espéces des familles des Chénopodiacées, des Composées,
des Amaranthacées, -des Solanacées, des Aizoaceanées et des
Légumineuses. La piupart des plaﬁtes infeclées rw'exlé{'ior'?g'ér1t pas de
symptomes. La température d'inactivation est de 55°C €t la dilution limite
de 1074 A température ambiante, le pouvoir jnfectieux disparait aprés
deux ou trois jours. Le virus n'est pas transmis par /jzus persicae ni sur

~ le mode persistent ni sur le mode non persistent.

Mise au point de 1a méthode de purification La mise au point de la méthode
de purification passe par la comparaison, pour chague phase. (extraction,

clarification, .concentration) et au cours de chacune des étapes, de
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piusieurs traitements. La comparaison se fait, suivant l‘étapé,. par une ou
plusieurs des techniques suivantes: |
-=- Par comparaison du pouvoir infectieux des extraits et des
préparations. Elle- est réalisée sur I'hdte “"diagnostic” (C murale) avec
répartition des traitements suivant un dispositif en carré latin, puis
comptage de 1ésions et enfin analyse des résultats par analyse de variance
apreés transformation logarithmique des variables.
--="Par observation au_microscobie électronique des particules virales
contenues dané les prépérations (leaf dip). Utilisé systématiquemént dés
la phase de clarification, ce procédé apporte des informations ‘sur le
nombre et I'état des particules viréles, sur 1a pureté des préparations et
© sur le présence possible d'gutrgs virus contaminants,
--- Par anélyse des gradients p'ar spectrophotométrie d'absorption ISCO a
254 nm. Cette technique renseigne sur e nombre de particules, la quantité

d'acide nucléique viral et la pureté de la prébara‘tion.

Extraction. Initialement, 1a souche retenue pour 1'étude a été la souche
"faible”. On craignait en effet que la- souche “forte”, qui réduit
cohsidérablement la Croissance de la plante, ne permette pas une
multiplicat'ion suffisante du virus. Pour la mise au point du processus
drextraction, ont été testés successivement, sur extrait de plante frais
puis sur extraits agés de 3 jours, 'd_es‘ tampons différents par leurs ions, le
pH, la molarité, et les additifs. Le 'traitément le plus efficace retenu pour
I'étape suivante est souligné.

- Tambon d'extraction: borate, citrate, phosphate, Tris/HCL

-—-le pH:G,S'; 7.; 8 85 ’

--- La molarité : 0.025; 0.05; 0,1; 0,2.

--- Les additifs : EDTA (0,005 M) EDTA (0,01M), DIECA (0,01M),

et
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Thioglycerol (1%), Mercaptoéthanol (1%), Dithiotreithol (0,15%). Aucun

additif ne s'est avéré utile lors de I'extraction.

Clarification.

--- Clarification (Chloroforme, Chioroforme-butanol, Butanol).

A ce stade, les observations en microscepie électronique ont montré
que le nombre de particules contenues dans les extraits de plantes
. infectées avec 1a souche "faible” était trés limité, En revanche,
I'extraction selon la méme méthode a partir de plantes infectées avec la
- souche “forte” révélait, toujours par microscopie électronique, la présence
d'un nombre élevé de particules. La souche "faible” a donc été abandonnée

et nous avons porté nos efforts sur la souche "forte”.

Cbncentraﬁon.

--= Concentration avec polyéthyiéne glycol : PEG 4%, PEC 6%, PEG 8% avec
- 0.2 MNacl.

-== Concentration par une série de cen-trifugation dif'férentieﬂe'
resuspension dans le tampon d'extraction dilué 5 fois; puis separatxon par
gradient de saccharose 10-40%.

L'observation au microscope électroniqué des préparations montrait
alors une grande quantité d‘impuretés et particuliérement de ferritines. Un
ajustement du temps de centrifugation nécessaire (a partir des
coefficients de sédimentation de T'Alfalfa mosaic virus) et une seconde
série de centr'ifugat'ion différentielle ont permis de se débarrasser des
ferritines.

--- La concentration en virus restait cependant insuff isante pour pouvoir
&tre détectée 3 "l'lSCO". Le§ méthodes d'extraction ont donc été reprises 2

1'aide de nouveaux procédés physiques et chimiques



--- Broyage mécanique ("waring blendor"), extraction "a la main® avec ou
sans ajout d'azote liquide (extrait réduit en poudre) ou par traitement
enzymatique des extraits (celluclést 1% et 5%). Le seul traitement qui
augmentait significativement le rendement étail la réextraction des

fibres par broyage mécanique.

La phase d'extraction du virus semblail alors optimisée. Nous avons
ensuite porté notre attention sur la resuspension.

-—= Reﬁuspehsion: tampon 2 pH 6,5, 8,5 avec ou sans Triton 1%, celluclast
2%.

Seule la diminution du pH de 8,5 a 6,0 donnail des résullals
encourageants. Nous obtenions a "1'ISCO" une trace présentant quatre pics.
Cependant, ia position des prerﬁiérs pics suggérait 1a présence de matériel
de plante. La comparaison avec des préparations “témoins” de matériel sain
a montré que les deux premiers pics étaient effectivement liés 2 la
présenced’extraits de plante dans la préparation, mais que les deux pics
suivants étaient bien dus au virus. Nous'étions donc en présence d‘un virus
éyant au moins deux composants. La microscopie électronique confirmait
la présence de particules bacilliformes de tamé différente. Nous avions

atteint ce stade des travaux en juillet.

Deux problémes restaient & résoudre avant dentamer 1'étude
sérologique et biochimique. D'une -part, la hauteur des.pics de virus
montrait que 1a -concentration en particules était toujours insuffisante.
D'autre part, le deuxiéme pic de composant de plante était trop proche du
premier pic de virus pour en é{re entiérement séparé a 1'issue du gradient
de saccharose. Nous avons alors estimé 1'efficacité de chacune des étapes.
‘L'analyse, par évaluation du pouvoif infectieux de tous les extraits (ceux

conservés et ceux éliminés), a montré que les phases d'extraction, de



clarification et de concentration étaient effectivement optimisées. En
revanche, des pertes importantes de virus avaient lieu au cours des phases
. de resuspension. Nous avons alors ent@érement repris les méthodes de
resuspension, travail fastidieux et long, car seul un petit nombre de
traitements peut-&tre comparé simultanément et chaque comparaison
exige que la purification soit menée jusqu'a son terme,

--= Borate (0,05 M) pH 6,5; Phosphate 7. Aucun traitément satisfaisant
--- Borate (0,05 M) pH 6,5; Phosphatge pH 6,5; Citrate pH 6,5.. Aucun
traitement satisfaisant. Cependant, 1a resuspension dans le tampon |
phosphate s'avérait 1a plus efficace pour I'‘élimination des impuretés.
--- A ce stade, nous avons cherché & “optimiser” le matériel végétal, La
date de récolte des plantes infectées s'avére déterminantie. La
concentrat'ion de virus se trouvaitl e‘n effet bien supérieure avec du -
matériel végétal récolté 5-6 jours aprés I'inoculation que passée cette
date. En revanche I'age du matériel lors de I'inoculation ne semblait pas
décisif: des quantités de virus comparables ont été obtenues avec des
plantes agées de 4,5 et 6 Sémaines lors de I'inoculation.

--= phosphate (0,05M) pH _6_,_5 7 et 7“,5.. Les résultats obtenus au pH le plus
| bas, bien qu'encore insuff isahts, étaient encourageants. Ce résultat était

confirmé lors de la puﬁification ultérieure dans laquelle la quantité de

- matériel végétal est -augmenté. 11 apparaissait alors que le premier pic de

virus était en fait constitué de deux pics trés proches. Le virus s'avérait
donc composé non bas de deux mais d'au moins trois composants. Lé pH
semblait le pafamétre clé conjtrélan‘t !'éliminétion du matériel végétal et
~ la mise en resuspension du virus. Nous avons poursuivi les expériences en
‘testant 'effet de différents tampons de resuspension dont le pH étant de
plus enplus bas. - | o '

--- Phosphate (0,05M) pH 3,8; 6,2; ’6,‘5. Le pH le 'plus bas donnait les
meilleurs résultats. Nous avons testé alors plgsieufsmdlarités.
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—-= bhosphate (pH‘ 5,8 0,025 M, 0,05Met 0,1 M Les résultats étaient
équivalents aux deux molarités les plus fortes. Le troisiéme pic se
distinguait alors nettement. La pureté de 1a préparation était suffisante
pour se passer de la seconde série de centrifugatiqn différentielle.

---Phosbhate (0,05M:) 5,5; 5,8; 6,0. Les résultats étaient équivalents aux
deux pH les plus bas. Le tampon de resuspension semblait a son tour
"optimisé” (pH; molarité). Une nouvelle évaluation du pouvoir infectieux
des fractions éliminées confirmait que les pertes de virus au cours Qe la

phase de resuspensioh étaient effectivement beaucoup plus faibles.

Les préparations étaient alors suffisamment concentrées en particules

virales pour permettre des photos satisfaisantes en microscopie

" électronique. L'histogramme des longueurs a été établi a partir des

mesures prises sur un millier de particules environ afin d'obtenir une
discrimi‘n‘ation ‘des particules de différentes tailles. H_ s'avérait que nous
avions affaire a un virus éyant au moins 3 composants de taille respective
40, 50 et 80 nm,.chacun des composants étant de type bacilliforme. On

observait aussi, lors de Tlanalyse des gradients de préparation

_suffisamment concentrées, un “"épaulement” aprés le troisiéme pic,

| suggérant la présence d'un quati"iéme composant de virus en plus faible

quantité, Le troi_siéme compos‘ant.étant nettement plus long que tous ceux
de VAlfalfa mosaic, 11 s'agissait bien d'un virus nouveau. Nous avons alors
testé les relations de ce virus du manioc avec un autre virus bacilliforme
a composants multiples, récemment is01é a partir de Volivier ef lui aussi
distinct de 'Alfalfa mosaic virus. Aucune relation n'a été mise en évidence
au microscope élebtromque avec le sérum ~de ce viruys, ‘ni par les

techniques de "trapping” ni par celles de "décoration”.
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51 laméthode de purification sembiait alors optimisée (état et nombre
des particules, propreté des préparations, pertes limitées a chacune des
étapes), le rendement total en virus reétait toujours faible et inférieur a |
mg de virus par kilogramme de plante récoltée. Nous avons alors porté a
200 environ le nombre de plantes récoltées et appliqué 1a méme méthode
de purification. La concentration de virus obtenue.ét\ait alors satisfaisante
mais 1a quantité de matériel de plante dans ia préparation se trouvait
alors a nouveau anormalement élevée. Nous avons attribué ce résultat a
une modification du pH du tampon de. resuspension liée a la présence d'une
trop grande quantité d'extrait de plante par unité de volume de tampon.
Nous avons repris la méthode en portant la molariié du tampon de
| resuspension a 0,1 M et en vtestant I'effet de 'EDTA pour mieux préserver
le pouvoir infectieux des extraits (comme cela avait été signalé pour
I'Alfalfa mosaic virus). o '
~--— phosphate 0,1 M, EDTA 0,001 M; EDTA 0,002 M. L'augmen_tétion de 1a
molarité et l'ajout dEDTA donﬁaient des résultats qui sont maintenant

jugés suffisants poAu'r,aborder les études sérologiques et biochimiques. La
purification suivante, menée elle aussi & partir de 200 plantes, confirmait
- que la méthode de pum‘f ication était satisfaisante. Nous avons atteint ce

+ stade du travail en octobre.

Résumé de 1a méthode de purification retenue, Les feuilles terminales de

200 plants environ de Chenopodium quinoa sont récoltées 5 & 6 jours
apreés inoculation, 'La matériel est broyé a I'aide d'un "warihg blendor” dans
du tampon borate 0,05 M pH 8,5 a raison de 1g de feuille pour 4 mi de
tampon. Les fibres sont ré-extraites dans ie méme tampon. La préparation
est alors c_lariﬁée par ajout de ch)orofofme (1 vol de chloroforme/2 vol
d'extrait), puis I'émmsion'iest brisée par Centrifugation a Basse Vitesse
(C.B.V.),10 mn @ 10000g. Le surnageant est récolté, puis on ajoute du PEG
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6% NaCl 0,2M pendant 2 h a 5°C. Le précipité est recueilli aprés C.B,V. puis
resuspendu pendant 1a nuit a 5°C dans du tampon phosphate 0,1 M pH 5,8
avec 0,0‘02 M EDTA. Le surnageant est récupéré aprés' CB.V. puis est
concentré par centrifugation pendant 45 mn a 370000. g. Le culot est
resuspendu dans le méme tampon dit de “resuspension” a 5°C durant la nuit.
Le surnageant est récupéré aprés CB.V, déposé sur un gradient de
saccharose 10-40% et centrifugé a 275000 g pendant 1 h. Le gradient est
analysé par spectrophotomeétrie d'absorption UV a 254 nm, les fractions
contenant le virus sont récoltées et centrifugées 90 mn a 370000g. Le
culot est resuspendu dans 1 mi du tampon de resuspension: Le surnageant
est récupéré aprés CB.V, | |

rogmetes physiques. (spectre du v1rus)
A260/A280 = 1,65 +/- 0.05.

Amax/Amin = 1,25 +/- 0,05

serologie, | '
Le virus est fixé avant injection par ajout de glutaraldehyde (O,S%). Trois

-injections en intra-musculaires a deux semaines d‘intervéﬂé ‘ont eu lieu |
(respettivemen"i .200, 150 et 300 pg de virus). Ces injections seront
poursuivies et le titre du sérum obtenu sera prochainement évalué. La mise

au point d'un test ELISA est prévue,

Propriétés biochimigues.

Masse moléculaire de 1a pf*otéiné capsidaire (par électrophorése sur gel de
polyacr‘ylamide avec tampon discontinu) : 22000 (résultat a confirmer avec

“d'autres concentrations de polyacrylamide).
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CONCLUSION

Ce virus s'est avéré difficile 2 purifier. Présent en quantité trés faible
dans 1a plante, difficilement soluble, rapidement dégradé, contaming par
_ les composants de la plante, de nombreuses "hanip" ont été nécessaires.
Un matériel.de centrifugation performant et I'appui, & toutes les étapes,
d'un microscope électronique ont été essentiels aussi & 1a réussite du

travail.

_Grace a la méthode "de purification mise au point nous sommes
maintenant en mesure d'extraire le virus en quantité suffisante et indemne
de contaminants de plante. Le principal "goulot d'étranglement” du travail
est ainsi levé. |1 nous faut maintenant achever les études sérologiques et
biochimiques et tout particuliérement celle des acides nucléiques, phase 3
la ‘fois décisive et}dél‘icate'. i1 nous faudra aussi compléter et confirmer
certains des résultats acquis (par exemple la trans’miss%on bar d'autres
vecteurs..). Une fois le travail terming, il nous faudra évidemment

" présenter, sous forme de publication, les résultats-acquis.

Les résultats,l bien qu'incomplets, sdnt suffisants pour montrer
1'origin?lité du virus auquel nous avons affaire. I} s'agit, a I'évidence d'un
virus nouveau, Son statut reste encore a définir. 11 est apparemment proche
_ de TAlfalfa mosaic virus: il s'agit en effet d'un virus a composants
multiples, d'aspect bacilliforme et dont les propriétés biochimiques dont
- hous disposons sont voisines (taux d'acide nucléique, poids de 1a protéine‘
capsidaire). Ce virus du manioc est cependant, sans ambiguité, distinct de
,I‘Alfalfé mosaic virus. 11 ne lui est pas relié sérologiguement. En outre,
~T'un des composants de ce virus a des particules plus longues qué celles de

I'Alfalfa mosaic virus. En revanche, il ne semble y avoir de particules



12

sphériques. Enfin, jusqu'a présent, nous n'avons pu le transmettre par
aphides. L'étude des acides nucléiques sera décisive. Selon les résultats,
on pourra décider si I'on a affaire au second membre du virus du groupe de
I'Alfalfa mosaic (a condition de revoir la définition du groupe) ou s'i1 s'agit
du premier représentant d'un groupe nouveau. Pour connaitre complétement
ce nouveau virus du manioc, pour décider de son statut, cette étude doit

donc étre achevée,




