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INTRODUCTION

Le Mil (Pennisetum americanum) repré&sente une des cultures vivridres importantes des pays_
"sah&liens et sub-sah&liens ;-c'est,avec le Sorgho, la plus importante cé&réate d'hivernage de la
zone semi-aride en Afrique de 1'ouest. En CSte d'Ivoire sa culture se limite 3 la région de savane,
mais présente une .grande importance pour les populations de cette partie du pays qui en sont les
seules productrices (44.600°'T en 1978). Aussi le Gouvernement veut-il favoriser le développement
" de cette culture (parallelement 3 celles du Sorgho et du Fonio) : objectif 1985 pour ILes trois cul-
tures : 56.000 T (Commission des programmes de Cdte d'Ivoire 1980). Un des-moyens retenus pour
atteindre ce but est la recherche de variét&s améliorées, résistant aux maladies et aux pré&dateurs.
Les gé€néticiens de 1'ORSTOM participent 3 ce projet et c'est dans leurs essais expérimentaux du
Centre d'Adiopodoumé& que nous avons observé des plants présentant une mosaique de petites plages
vert-pidles 3 jaune, sur les jeunes feuilles. Nous avons entrepris 1'é&tude de cette maladie pour en
caractériser l'agent pathogéne. ’ ’

1. MATERIELS ET METHODES

1.1.. Le virus

‘La souche virale utilisée provient de plants de Mil prélevé&s dans les essais du périmdtre
ORSTOM. Nous 1'avons multipliée par passages successifs sur P. amertecanum. .

Nous utiliserons pour certaines expé&riences le Guinea Grass Mosaic Virus A (souche Panteum)
et le Guinea Grass Mosaic Virus B (souche Mais).

1.2. Transmission

1.2.1. Transmission_mécanique et_Gamme d'hStes

La transmission mécanique et la détermination de la gamme de plantes hStes ont &t€ effec-
tuées '3 partir d'extrait brut, obtenu par broyage des feuilles de mil malades dans un tampon
phosphate de potassium. 0,1 M , chlorhydrate de cyst&ine 0,02 M pH 7,1, bentonite 0,02 §. (5 &
10 ml pour 1 g de feuilles). . .

Les inoculations-retour ont &té& faites sur P. americanum pour détecter d'é&ventuelles
plantes-hStes ne présentant pas de symptdmes.

Des contrGles ont ét& effectués par sérologie sur des extraits bruts clarifiés au chloro-
forme.

,1-2.2. Transmission par_insectes

Des pucerons (dysteroneura setariae, ou Rhopalosiphum maidis) sont mis 3 jeliner pendant
deux heures puis transférés sur des plantes malades pendant 10 min, de mani&re 3 leur permettre
-de se nourrir. Ensuite ils sont placés sur des plantules saines 3 raison de 10 pucerons par plan-
tule (K.G. SWENSON, 1967).

1.3." Etude des propri&té&s biologiques in vifro

Les propriétés biologiques du virus ont &té déterminées 3 partir d'extrait brut de plantes
virosées. ’

1.3.1. Point de dilution_ limite
I1 est déterminé par inoculation sur P. americanum, de différentes solutions obtenues par
dilution successives de 1l'extrait brut dans le tampon phosphate décrit ci-dessus.

1.3.2. Mesure de_ la_température de_thermoinactivation
Du jus brut de feuilles malades dilué au 1/70 est réparti dans une série de tubes 3
hé&molyse en verre 3 raison de 2 ml par tube. Chaque tube est alors plongé pendant 10 min. dans un
bain-marie thermostaté 3 la température voulue puis refroidi dans de la glace. Un tube traité dans -
les mémes conditions dans un bain-marie 3 25°C sert de témoin. Les différentes solutions sont
ensuite inoculées sur P. americanum.

1.3.3. Congervation_3_la_temp&rature_ambiante

~

Comme pour l'étude précédente, des tubes i hémolyse sont remplis de 2 ml de jus brut dilué
au1/10, dans le tampon phusphate et laissdés 3 templrature ambiante. L'inoculation d'un lot de plan-
tes au moment du broyage sert de témoin, puis on inocule le contenu des différents tubes 3 des
intervalles de temps réguliers.



1.3.4. Conservation 3 4°C

Dans ce cas les tubes 3 hémolyse contenant les 2 ml de jus brut dilué au 1/10 sont placés
dans un réfrigérateur 3 4°€. Les inoculations se font 3 des intervalles de temps ré&guliers : de
24 h. en 24 H. .

1.3.5. Résistance_3_la_congélation_(conservation_3 -20°C)

Les 2 ml de jus brut dilué au 1/10 sont plac&s au congélateur et les inoculations réalisées
chaque semaine. ’

‘e

1.4. Purification du virus

La méthode de purification est dérivée de celle utilisée pour 1'&tude des souches A et B
(du Guinea Grass Mosaic Virus (THOUVENEL et al., 1976 ; LAMY et al., 1979 ; THOUVENEL et al., 1978).
Environ 200 gr. de feuilles virosées sont broyés en présence de 200 ml tampon KpHPO4 0,5 M,
pH 7,5, disulfite de sodium 1% et urée 1 M. Le broyat est filtrésur &tamine puis clarifié.

La clarification peut se faire par agitation en présence de chloroforme (1 vol. CHcl3/1 vol.
filtrat) puis centrifugation 3 basse vitesse (10 min 2 6000 g), ou, par agitation pendant 30 min en
présence de Triton X-100 (5% vol/vol) aprés une centrifugation basse vitesse (10 min - 6000 g)~

La solution clarifiée est ensuite ultracentrifugée 2 h. a 90500 g (Rotor 35 - 34000 rpm).

. La remise en susperision du culot est opérée dans une solution phosphate de potassium 0,1M

(pH 8,4).pendant une nuit. Aprd@s une centrifugation 2 basse vitesse (10 min 2 6000 g), la purifica-
tion se poursuit par une sédimentation 3 travers un coussin de saccharose 20% (8 ml) pendant 2h.30
3 = 93000 g (SW27 - 26500 rpm). Le culot est remis en suspension dans 2 ml de la solution phosphate
de potassium 0,1M, pH 8,4. La solution ainsi obtenue est 3 nouveau centrifugée 3 basse vitesse
(10 min 2 6000 g) puis sédiment&e sur gradient de saccharose .10-40 % (poids/poids) dans du tampon
phosphate de potassium pendant 2h.30 2 =93000 g. . ’

Les gradients sont récoltés par le bas, la densit& optique é&tant mesurée avec la cellule

2 flot continu de 3 mm d’un absorptiométre Uvicord LKB. On recueille la fraction contenant le
virus et on la dilue de moitié dans la solution phosphate de potassium 0,1M. Le matériel est fina-
lement concentré par ultracentrifugation (2h.30 a 78000 g). Le culot est repris dans une solution
phosphate de potassium 0,01M pH 8,4 ou du tampon borate de sodium 0,05M pH 8,4.

2

. ) '
1.5. Etude des propriétés biophysiques et biochimiques

Cette &tude a &té menée sur des solutions virales purifiées. Les caractéristiques analysées
au cours de cette &tude sont :

- L'absorption en U.V. des solutions virales purifiées - .
- La détermination du point iso&lectrique (pHi) -
- La mesure du poids moléculaire (P.M.) de la protéine capsidaire du virus.

1.5.1. Absorption_en_U.V.

. Le spectre d'absorption des solutions virales obtenues apr&s purification est établi
grdce 3 un spectrophotomé@tre enregistreur Beckman UV 5230 en utilisant une cuve en
quartz de 1 cm de chemin optique.

. Correction de la diffusion de la lumidre (Light scattering).

En fait, l'enregistrement obtenu entre 315 et 230 nm est la résultante de 2 phénoménes
physiques : d'une part l'absorption des particules virales et d'autre part la diffusion de la
lumiére par ces mémes particules. Pour corriger cette "erreur", nous utilisons la méthode décrite
par NOORDAM (1973). Il s'agit d'enregistrer la valeur de la diffusion de la lumidre pour les lon-
gueurs d'onde du spectre visible et du proche U.V. (600 nm - 320 nm) par une solution virale
concentrée (D.0. > 11). Les valeurs de ce paramdtre de diffusion pour les longueurs d'onde 320
2 230 nm sont ensuite extrapolées 2 partir de courbes de référence (NOORDAM, 1973). Par différence
avec l'enregistrement obtenu dans cet intervalle de longueurs d'onde, nous en déduisons la valeur
réelle de 1l'absorption des particules virales.

1.5.2. D&termination du point_isolectrique (PHi)
Le point isolectrique des particules virales a été déterminé par &lectrofocalisation dans
une colonne LKB contenant 110 ml d'ampholytes établissant un gradient de pH allant de pH 3,5 a
pH 10 (REBEYROTTE, P. et LABBE J.P., 1969). La colonne a &té chargée avec une suspension virale
purifiée de D.O. 260 nm = 3.

Une tension de 100 V. a été établie pendant les 12 premidres heures, puis le voltage a &té
porté 2 300 V. pendant 48 h. La densité optique (D.O. 260 nm) et le pH des fractions récoltées ont
€té respectivement mesurés avec la cellule 2 flot continu de 3 nm d'un absorptiomdtre Uvicord LKB
et un pH-m&tre ORION 701A. ’



1.5.3. DEtermination du Poids moléculaire de_la_protéine capsidaire
Le poids moléculaire de la protéine capsidaire a &té déterminé par &lectrophor@se en gel
de polyacrylamide -SDS selon la technique décrite par WEBER et OSBORN (1969).. Les expériences ont
&t& menées 3 partir de solutions de prot&ine de concentration initiale 10 mg/ml. Dans le cas des
protéines marqueurs, 0,1 ml de la solution protéique est additionn& de 0,4 ml Hz20 bidistillée et
0,5 ml de mélange P. Dans le cas des 'solutions de protéines virales, 1 volume de solution est
dilué dans 1 volume de mélange P. Le mélange P est composé comme suit '

( Glycérol ’ 8 .ml.
: % NaH,P04 - NagHPOg 1M . 0,4 ml
Tampon - ( SDS ,10% . 4 ml S N
E Mercapto&thanol V 0,4 ml '
(

Hz0 bidistillée 5,2 ml

Les solutions de protéine ainsi obtenues sont placées durant 2 min dans un bain-marie 2
100°C ce qui a pour effet de dissocier les protéines les unes des autres. Le tampon d'€lectropho-
rése est le suivant : -

NaHzP04 - NazHPO04 - 0,1M pH 7,1 SDS 1%

Apr@s une préélectrophordse de 30 .min. sous une intensité de 8 mA, nous avons chargé les
gels avec 30 ul d'une solution constituée par un mélange = 5 ul par protéine marqueur et 5 ul de —
la protéine virale 3 laquelle nous avons ajouté 5 ul de bleu de bromophénol comme indicateur de

“-migration,

. L'électrophorgse est menée sous une intensité de 8 mA par gel jusqu'd ce que le bleu de
bromophénol arrive au bas du gel. Cette durée varie en fonction de la concentration du gel en
acrylamide. La migration achevée les gels sont mis 2 colorer 30 min. puis ils sont plongés dans
une solution de décoloration que 1'on renguvelle plusieurs fois.

Solution de coloration Solution de décoloration
Bleu brillant de coomassie 1,1 g ’ ' -
Mé&thanol 206 ml . 100 ml
Acide acétique | 40 ml -150 ml
Hy0 bidistillée . " 200 ml 1750 ml

Filtrer avant emploi

Les protéines marqueurs utilisées sont les suivantes :

- La pyruvate kinase de muscle de lapin ' © PM = 57000 d
- La 3 phosphoglycérate kinase de Levure PM = 47 000 d
- L'ovalbumine PM = 43 000 d
- L'inhibiteur de la trypsine extrait de Soja (TIS) -PM = 21 000 4
- La protéine capsidaire du-VMT PM = 17 500 d

d

- Le- lysozyme PM = 14 000

1.6. Microscopie électronique

1.6.1. Morphologie des_particules
Les particules virales ont été observées 3 partir de broyat de feuilles virosées clari-
fi€es au chloroforme ou de suspensions purifiées.
Les préparations virales ont été colorées négativement 3 l'acétate d'uranyle 2% pH 4,2.
Les photographies ont &té prises & l'aide d'un microscope électronique SIEMENS Elmiskop 102 appar-
tenant au GERME (Groupement d'Etude et de Recherche en Microscopie Electronique) 2 Adiopodoumé.

La mesure des particules virales a été effectude sur des photographies de microscopie
€lectronique 3 un grandissement final de 90 000.

1.6.2. Recherche_d'inclusion_d'origine_virale

La préparation des échantillons a été faite selon la technique décrite par MORGAN et ROSE
(1967). Des fragments de bande &pidermique foliaire de Mil virosé ont été plong&s dans le tampon
de Sorenson :

Sol A : 3,45 g NaH2P03 + 250 ml H0 bidistillée
Sol B : 3,545 g NaHzP0g4 + " w
Tampon = 20 ml sol A + 80 ml sol B.



/o en acrylamide

: 5 6 8 '
Produits 7 9 10 11 12
Acrylamide-Bisacrylamide : '

SDS 10% ml, 0,32

Na2HP04-NaH2PO4

14 pH= 7,1 ml, 3,2

Urde 4 M  ml, 4

EDTA 0,2 M pH=7,2 0,8

ml.

Hp0 m. hs |14 12,8 |12 |10,8] 9,8 ]| 8,6 7,6

Catalyseurs:
TEMED pl. 16

Persulfate d'ammonium 1% 3,2

ml.,

Tableau n°® 1 ¢ Composition des gels pour différentes concentrations en

acrylamide.

Les volumes indiqués sont calculés pour 20 tubes 10x0,5 cm,

—_————— R

o £



Ils sont ensuite fixés 3 la glutaraldéhyde 1,5% pendant 3h. puis rincés abondamment avec du
tampon de Sorenson et placés 3 4°C pour la nuit. Les &chantillons sont post-fix&s au tétroxyde
d'osmium (0504) 1% en présence de tampon pH 7,2 pendant 1h. environ puis rincés abondamment avec du
tampon de Sorenson et enfin déshydratés par immersion dans une série de bains d'alcool de concentra-
tion croissante (10, 20, 30, 50, 70, 80, 95 et 100%, 15 min. environ). Les fragments sont ensuite
imprégnés d'oxyde de propyléne puis de ré&sine. La résine (Epon + DMP 30 1,7%) contenant les frag-
ments est mise 3 polymériser. 3 1'&tuve 3 60°C pendant 72h. Les &chantillons sont ensuite débités
en coupes fines 3 1'aide d'un ultramicrotome“Sorvall MT2-B ultramicrotome®. Les coupes sont colorées
10 2 15 min. 3 1'acétate d'uranyle 3%, puis 3 min.- au citrate de plomb avant observation au micros-
cope électronique. . : .

1.7. Sérologie

1.7.1. Préparation d'un_antisérum

Un antisérum spécifique a &té obtenu en injectant chaque semaine 1 ml de solution virale
purifide 2 un lapin selon le programme suivant : 2 injections intraveineuses, puis 3 injections
intramusculaires (VAN DER VEKEN et al., 1962 ; CARPENTER, 1965).-Les solutions injectées avaient
une D.0. = 3, &mulsifides avec un volume égal d'adjuvent incomplet de Freund (DIFCO) dans le cas
des intramusculaires. ’

1.7.2., Tests_sérologiques

La détermination du titre de 1'antiserum et les &tudes-de parent& sérologique ont &été
menées suivant-la technique de microprécipitation sous huile de paraffine dans des boitesde P&tri
(Van SLOGTEREN, 1955). Pour ces expériences, nous avons utilisé des solutions virales fraichement
purifides,et, des broyats de plante clarifiés avec un volume &gal de chloroforme.

2. RESULTATS

2.1. Symptomatologie et gamme d'héte

- Les jeunes plants de Mil infectés par le virus présentent des alignements de taches ocel-
lées ("eye-spots") vert-clair ou une mosaique vert-clair selon les cultivars. Ces symptdmes é&voluent -
vers une mosaique en bande par &tirement et anastomose des taches (fig. 1). Les plantes montrant des
symptdmes sévéres sont en général &galement atteintes de nanisme (fig. 2). La maladie s'est trans-
mise facilement par inoculation mécanique. Les sympt&mes apparaissent 8 3 10 jours aprés 1l'inocula-
tion mécanique d'un jus infectieux sur des plantes au stade 2 ou 3 feuilles.

Le laps de temps précédant 1'apparition des symptdmes ainsi que leur intensit& sont liges~
4 la saison. Nous avons observé que la maladie &tait plus difficilement transmissible et occasion-
nait des symptdmes moins nets pendant la saison des pluies, de mai 3 juillet. .- —

La maladie s'est transmise, par voie mécanique, aux graminées suivantes : Bromus commutatus,
B. macrostachys, Panicum mazximum (K187), P. crus-galli, Sorghum arundinaceum, Zea mays. :

Les symptdmes observés dans ces différents cas sont du type mosaique &voluant différemment
selon 1'héte,-par exemple sous forme de plages blanches dans le cas de P. crus-galli ou sous forme
de zones de nécrose dans le cas de B. macrostachys.

. Les essais de transmissions sur les espdces suivantes se sont révélé&s négatifs : dvena
sativa Maris Tdbard, Avena fatua, Briza maxima, Dactylis glomerata, Digitaria sanguinalis, Eleusine
coracana, E.tocussa, Oryza sativa, Saccharum officinarum, Triticum durum Hardi.

D'autres plantes-hdtes sont en cours d'étude : Bromus unilofdes, B. sterilis, Sorghum
sudanenge, S. vulgare.

2.2. Transmission du virus

2.2.1. Transmission_par_la_graine
Environ 1000 graines récoltées sur des P. americanum virosés ont été semées, aprds sé&chage,
pour observer si le virus pouvait se transmettre par la graine. Aucun des 428 plants ayant germé& n'a
présenté les symptSmes de la maladie. ’

2.2.2. Transmission_par_puceron .l
Le virus a &té transmis de P. americanum 3 P. americinum par Hysteroneura getariae : 1
pieds présentadrent des symptémes sur les 19 utilisés. .
Lors des contrdles sérologiques effectués au cours de cette expérience des réactions posi-
tives ont &té& obtenues 3 partir de plantes sans symptdmes (3 sur 19). La transmission semble &tre
du type non-persistant &tant donné le bref temps d'acquisition (5 3 10 min.).

L'expérience menée avec Rhopalosgiphum maidis démontre également la possibilité de la trans-
mission du virus de P. americanum sur Panicum mazimum (K187). Les symptdmes observés sont trés
diffus mais les contr8les sérologiques présentent des réactions positives.



2.3. Propriétés biologiques in vitro

2.3.1.

Point de dilution limite

L'étude du point de dilution limite montre que le jus brut de plante malade est encore
infectieux aprds une dilution 3 10-2 mais plus a 10->. .

‘Le virus est inactivé ‘aprds un chauffage'de.IO min. & 55°C.

2.3.3.

.

grature ambiante

Le virus ne reste infectieux que quelques heures (moins de-4 h. dans nos expériences) 3 1la
température ambiante, soit environ 24°C. :

Par contre, l'inoculum extrai

humide 2 tempé&rature ambiante pendant 6 jours

2.3.4. Conservation 3 4°C

stest encore r8vElé infectieux.

t de feuilles malades qui ont &t& conservées en atmosphiére

Le jus brut dilué au 1/10 garde son pouvoir infectieux aprds 24h. de conservation 2 4°C,
mais le perd.au bout de 48h.

2.3.5.

Le pouvoir infectieux du jus brut dilué 3 10-! est conservé pendant au moins deux mois de

stockage 3 -20°C.

Cependant, si la solution est congel

dement son pouvoir pathogéne.

Proﬁ;iétés biophysiques et biochimiques

L 2.4,

ge et décongelée 2 plusieurs reprises, elle perd rapi-

Tableau N° Z - Correction pour la diffusion de la lumidre effectuée sur les mesures
d'absorption de la solution virale purifiée en UV.
A Témain Solution virale Différencs Extrapolation | D.0. spectrs Valeur a Valsur corriﬁée
blanc : T [{concentrée : D D-7 non corrigé soustraire
600 ad,000 0,170 0,170 a
580 1 180 189 0
560 2 214 212 Ul
550 2 228 _ 226 0
540 2 242 - 240 0
520 3 - 274 271 1]
500 3 an 08 -0
480 4 358 354 1]
460 4 418 414 0
450 4 455 451 0
440 5 500 495 0
420 5 61 812 0
400 6 756 750 0
380 7 905 698 g
360 8. 1,137 1,129 0
355 9 1,223 1,214 u]
350 10 1,330 1,320 0
340 10 1,535 1,525 pente n = 3,8 fact.cor. 14,88 0
320 11 1,870 1,858 1,859 0,125 0,125 0
310 11 2,045 2.034 2,034 0,135 0,137 s)
305 ~12 - pente n = 3,8 2,160 0,145 ag,145 a
300 ~12 2.670 . 2,300 . 3,175 0,155 0,020
295 12 2,440 0,255 0,164 91
2490 12 2,600 0,385 0,175 220
285 12 2,800 0,560 0,188 372
280. 12 3,000 0,680 0,202 478
275 12 3,200 ~0,745 0,215 530
270 12 3.420 g.785 0,230 555
ZSS_v 13 3,660 0,805 0,246 559
260 13 3,950 0.816 0,265 551 ~
255 13 4,250 0,790 0,286 504
250 ~14 4,500 . 0,755 0,309 448
245 14 4,350 . 0.745 0,333 412
240 14 5,360 ° 0,945 0,360 585
235 15 5,800 -
230 15 Lﬁ 3,200
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2.4.1. Absorption_en U.V-

- Le spectre d'absorption en U.V. des particules virales purifiées, non corrigé pour la dif-

fusion, présente un maximum 3 260 nm et un minimum 3 247 nm ainsi qu'un lé&éger épaulement au voisi-
nage de 288 nm di 3 1l’absorption des U.V. par le tryptophane (fig. 3a).

DOmax . DO 260 nm _ .
DOmin = DO 247 nm -~ 1009 = 0,03

Les rapports

. DO 260 nm _
DO 280 nm

indiquent une propprtion d'environ 6% d‘'acide nuclé&ique dans ies Qirions (LAYNE, 1954).

La correction du spectre pour la diffusion de la lumiére fait appel 3 une m&thode d'extra-
polation graphique (NOORDAM, 1973). La représentation graphique Log (D.0.) en fonction de ‘la lon-
gueur d'onde. des valeurs de la diffusion de la lumiére entre 600 et-320 nm par la solution virale
concentrée donne une droite dont la pente est trouvée égale 3 3,8 par superposition avec les cour-
bes de références de NOORDAM (1973). Les valeurs de la diffusion extrapolé&es graphiquement pour
les longueurs d'onde en U.V. (320 3 230 nm) (fig. 3b) sont présentées dans le tableau 2. Par dif-
férence entre les valeurs fournies par l'enregistreur et les valeurs extrapolées, nous obtenons la
mesure réelle de 1l'absorption des longueurs d'onde U.V. par les particules virales (fig. 3c).

Le maximum d'absorption se situe alors 3 265 nm alors que le minimum reste 3 247 nm. Les
rapports corrigés pour la diffusion sont : :

DO = DO 265 nm _ 1.97 et BO 260 1.15:
DOmin D0 247 nm . ’ D0 280 e

1,22 +.0,02

2.3.2.. Point_isol&lectrigue des_virions
Soumises 3 la focalisation électrophorétique, les particules virales forment une bande uni-
que dans la zone de pH = 4,7 + 0,2 (fig. 4). Il est 2 noter que quelques pieds de Mil (2 sur’8)
ont présenté des symptdmes de mosaique apréds avoir &été inoculé&s par la suspension virale reprise
aprés électrofocalisa;ion.

2.4.3. Poids _moléculaire_de la protéine_capsidaire

La migration des protéines par électrophordse en gel de polyacrylamide détermine une sépa-
ration ‘de ces proté&ines selon deux param@tres : le poids moléculaire et la charge de chacune
d'entre elles (SMITHIES 0., 1959 ; SOBER et al., 1965). Selon les concentrations Qjacrylamlde
utilis&es, l'effet de crible peut &tre plus ou moins important sur certaines protéines, et, la
littérature présente des exemples de protéines ayant des "migrations aberrantes' compte tenu de
leur poids moléculaire (HEDRICK J.L. and SMITH A.J., 1968). Pour restreindre l'erreur liée 3 ce
paramétre de l'expérience, nous avons employé la méthode préconis&e par HEDRICK et SMITH (1968).
Celle-ci consiste 3 utiliser des sé&ries de gels 3 différentes concentrations en acrylamide. De
plus, nous avons fait migrer les protéines en présence de SDS (WEBER et OSBORN, 1969, Van REGEN-
MORTEL et al., 1972). Pour chaque concentration, les proté&ines-marqueurs et les protélngs‘cap51-
daires dont le PM est 3 déterminer sont mises 2 migrer en présence d'une protéine de référence :
le lysozyme de PM = 14400. Aprd@s &lectrophorése, la distance de migration de chaque bande 3 partir
du sommet du gel est mesurde et-caractérisée par un param@tre Rf défini comme la mobilité relative
de la protéine par rapport au lysozyme. Nous avons &galement fait cette expérience avec les pro-
téines de GGMV.A et GGMV.B (tableau 3).

Pour chaque série de gel, la courbe Log PM prot. en fonction de la Rf moyenne est tracée
(fig. 5). De cette mani2re, un P.M. moyen de 40 000 + 4000 d a &té trouvé pour la protéine capsi-
daire du virus de la mosaique du Mil, 41 000 * 6000 pour le GGMV.A et 42 000 * 6000 pour le GGMV.B
(tableau 4). .

Pour chaque prot&ine, a &t& également tracée la courbe Log Rf en fonction de la concentra-
tion en acrylamide. Ce type de courbe permet de minimiser les erreurs intrinséques de.l'exper1ence
et fournit un autre paramdtre caractérisant plus précisément la migration d'une protéine en fonc-
tion de sa charge et de son poids molé&culaire ; il s'agit de la pente de la courbe Log Rf.=‘f(c)
ol ¢ est la concentration en acrylamide (fig. 6). La pente de cette courbe a &té déterminée
pour chacune des prot&ines utilisées. L'exp&rience ayant &t& menée avec le méme pH et en présence
de SDS pour toutes les concentrations en acrylamide, la valeur de la pente obtenue est directement
liée au P.M. des protéines et une troisi2me courbe représentant le Poids moléculaire des Erotélnes
en fonction de la pente est tracée. Le P.M. de la protéine capsidaire du virus de la mosaique du.
Mil a &té alors estim& A 32 500 + S00 d, celui de la protéine de GGMV.A 3 32 500 * 500 d et celui
de la protéine de GGMV.B 2 34 500% S00 d (fig. 7).

L'observation des courbes Log Rf = f (¢) montre que les protéines marqueurs utilisées se
coupent toutes sur 1l'axe des abscisses au point de concentration en acrylamide = 1,5%. Selon 1'étu-
de faite par HEDRICK et SMITH (1968), ce comportement est caractéristique des protélngg ayant des
P.M. différents mais des charges trds voisines pour un pH donné. Par contre, des protéines ayant
des P.M. trés voisins et des charges trds différentes donneront des droites paralléles dans le méme
systéme d'axes. C’est ce que nous observons dans le cas des trois virus étudiés au laboratoire. .
De mani&re plus précise, nous remarquons que la droite correspondant I la protéine capsidaire du
GGMV.B est bien distincte de celles des deux autres virus, alors qu'elles sont pratiquement super-
posées pour le GGMV-A et le virus de la mosaique du Mil. _ i .

Ces remarques nous conduisent 3 admettre une différence plus grande entre les protéines
capsidaires du GGMV.B et du GGMV.A qu'entre celles du virus de la mosaique du Mil et du GGMV.A.

Ces résultats sembi:nt donc en accord avec les conclusions de TUNG et KNIGHT (l97l) selon
lesquels la présence de SDS ne permet pas d'éliminer totalement 1'influence du paramltre 'charge
des protéines".




acrylamide 5 5 7 |z, 8 g |10 | 12 |Pente de 1la
. . courbe -
L Log Rf=Ff(c)
3téines
Fuvate-kinase 49,6 |42 |29,4 |28,8 |26,8 (17,4 |17,5 17,4 |14 6.1
“posphoglycerate-kinase)gq 5 |54,2 39,8 (38,5 (36,7 |23,8 |25 |23 |19.9 4,98
albumine 63 (56,9 |42,6 |43,5 |40,5 |27,6 [30,5 [27.2 [24.2 4,4
000 :
ypsine inhibitor du 7,8 |85 |80,2 |82,2 |80 88,7 |73,2 |71.3 |e7.8 | ~ 1.2
ja 21 000
otéine capsidaire du 92,2 (88,6 |83,4 (81,8 |83,3 (75,6 (78,4 [78.,1 |73 0,92
T 17 500
otéine capsidaire 59,8 (56,6 |47,2 [48,7 [45,2 33,8 [38,6 [34 |31,7 3,02
rus mosaique Mil : .
C. GGMV.A 58,3°|56,2 |45,7 | .~ |45,5 34,1 |38 {34,1 {31,9 2,9
C. GGMV.B 56.3 |53,1 |45,4 |(66,1)[43,8 |31,7 |36,7 |32,4 |30 3.1

Tableau 3 - Valeur .des Rf
concentration

moyennes des différentes
en acrylamide

protéines en fonction de la

% acrylamide 5 6 7 (7,5] a8 2] 10 11 12 Mayenne
'rotéine
'rotéine’éapsidaire
firus de la mosaique 44,5 (41,5 40. 40 40 39 38 40 }38,5 40 (+4 K)
u Mil '
GV A a7 |42 41,2| 39,7| 46 | 39 38 | 40 38,5 | 41 (£6 K)
3GMV.B 48,5 |45 41,7{ 41,2| 41,2| 40,7| 38 41 |38,5 | 42 (6 K)

Tableau 4 - Valeur des P.M. des protéines capsidaires déterminés & partir des

courbes Log

PM = f (Rf moy)



. " De plus, cette expérience a &galement permis d'étudier les bandes de dégradation des proté&i-
nes capsidaires des trois virus. La figure 8 montre une représentation de la position de ces diffé-
rentes bandes pour différentes concentrations de gel. Sept bandes sont déterminées dans le cas de la
protéine GGMV.A alors qu'il y en a huit dans le cas du GGMV.B et du virus de la mosaique du Mil. Les
poids moléculaires de ces différentes bandes déterminées par la méthode de HEDRICK et SMITH (1968)
sont indiqués dans le tableau suivant : i . .

Bandes de~aégradation Virus de 1la GGMV.A . - .GGMV.B
: mosaique du Mil
_Proééine capsidaire = D1 32 500 £ 500 |32 500 + 500 34 500 = 500
' D2 33'000 + 500 (30 000 = 500- 32 300 x 500
D3 3t 500 + 500 |29 300 £ S00 [30 700 = 500
D4 30 700 + 500 |31 100 = 500 |28 900 £ 500
. DS 36 000 = 500 |30 100 = 500 |27 700 + 500
D6 28 500 + 500 .|27 700 * 500 |30 300 £ 500
D7 27 100 + 500 (26 300 + 500 27 400 £ 500
- 58 25 900 £ 500. |- T [25 500 £ 500
Tableau 5 - Comparaison des P.M. des différentes bandes de dégradation des

protéines capsidaires de chacun des trois virus.

2.5. "Microscopie €lectronique

2.5.1. Morphologie des_particules

_'Les particules virales observées en microscopie-&lectronique 3 partir de solutions purifiées
et du jus brut clarifié apparaissent comme des filaments (fig. 9) d'environ 15 nm de diam&tre et 820
+ 10 nm de longueur (48,8% des 258 particules mesurées -~ fig. 10).

2.5.2. Recherche des_inclusions_virales
Les coupes ultrafines du matériel virosé& inclus dans la r&sine observées au microscope )
&lectronique ont révélé la présence de deux grands types d'inclusions, 1'un présentant une symétrie
circulaire alors que 1'autre montre une structure laminaire.

) ‘Ces inclusions sont semblables 3 celles d&crites par EDWARDSON (1966) 3 propos des virus 3
structure hélicoidale. Nous avons donc utilisé la nomenclature définie par EDWARDSON et al. (1968)
pour les caractériser. . .-

Les photographie de microscopie &lectronique nous permettent de distinguer en ce qui concerne
les inclusions 3 symétrie circulaire :

1) Des inclusions cyl.ndriques composées d'é&léments plus ou moins ronds superposés et déca-
- 1&s .1&gdrement les uns par rapport aux autres. Le diam&@tre de ces &l&ments est d'environ
150 nm.

2) Des '"'roues" ou, "soleils", composé&s d'un certain nombre de "bras" issus d'un '"noyau"
central et divergeant avec une certaine courbure vers la périphérie. Ce sont les '"pin-
wheels" de la littérature anglosaxonne.

3) Des inclusions circulaires : composés d'éléments ronds 3 bords relativement épais et
apparaissant de mani&re plus isolés que les &léments des inclusions cylindriques.

Pour ce qui est des inclusions 3 structure laminaire, nous pouvons observer des ''tubes"
isolés ou en groupe. Les tubes apparaissent sur les photos comme des &léments (= 50 nm d'épaisseur)
présentant des bords sombres (osmiophiles) relativement épais, délimitant une zone centrale plus
claire (= 17 nm de large} (fig. 11). )

2.6. Sérologie

. L'antiserum produit contre le virus de la mosaique du Mil possé&de un titre homologue de
1/1024, Nous avons étudié les degrés de parenté de ce virus avec d'autres virus filamenteux isolés
3 partir de Gramin&es 3 Adiopodoumé& : les souches A et B du Guinea Grass Mosaic Virus (GGMV).

Le tableau 6 présentc les résultats obtenus.



Antiserum contre virus de la Anti GGHV-A Anti GGMV-B

Mosaique du Mil -
Expérience I Expérienca Ii‘ Expérience I Expérience II Expérience I Expérisnce II
titre : 1024 titfa : 1024 |. titre : 1024 titre : 2048 titre : 1024 titre : 1024

00 390|00 30 | DO 39| 00 4gg 0O 30g| 90 39 | OO 300|00 400 | 00 300 | D9 30 | 09 300|%0 100

.

Virus de la mosalque

du MLl 1024 1024 | 1024 1024 1b24 *1024 1024 2d48 L - 128 128 | 256 256
GGMV-A . 512 128 | . 258 512 1024 32’ 512 1024 : 64 32 64 128

GGMY-B. 512 1024 128 1024 1024 128 512 2048 512 128 1024 1024

Tableau 6 - Résultats des différents tests sérologiques effectués entre le virus de la
mosaique du Mil, le GGMV-A et le GGMV-B, et leurs antisera.

_ Le virus de la Mosaique du Mil réagit jusqu'au titre avec l'antiserum GGMV-A. De méme le
virus GGMV-A réagit au titre avec 1l'antiserum contre le virus du mil. Par contre, les réactions de
ces deux virus. avec 1'anti-GGMV-B s‘'arrétent 23 3 ou 4.dilutions du titre homologue de cet antise- .
rum. Le GGMV-B réagit au voisinage du titre de chacun des 3 antisera utilisés.

Des relations ont également &té trouvées avec les antisera des 3 potyvirus.:

Pepper veinal mottle virus (titre 1/8192 - réaction 1/256),
Maize dwarf mosaic virus - strain B (titre ? -~ 'réaction 1/8)
et Maize dwarf mosaic virus - strain A (titre ? - réaction 1/4).

Les tests effectu&s avec les antisera des potyvirus suivants se sont révélés négatifs.:
Bean common mosaic virus (1/512), Bean yellow mosaig virus (1/1024), Henbane mosaic virus (1/8192},
Passiflora ringspot virus (1/2048), Peanut mottle virus (1/4096), Potato virus A (1/160), Potato
virus Y (?), Sugarcane mosaic virus (?). ' .

3. DISCUSSION

3.1. Identification du virus de la Mosaique du Mil

Les résultats obtenus au cours de 1'&tude des propriétés biophysiques et biochimiqges
(contenu en acide nucléique =6% ; PM protéine capsidaire =32 500 d ; longueur =820 nm et diamétre
=15 nm), la sérologie et la transmission du virus par puceron sur le mode non-persistant démontrent
que ce virus appartient au groupe des Potyvirus. L'association des diverses inclusions d'origine
virale servant de critere de diagnose et de classification (EDWARDSON et CHRISTIE, 19?8), 1rappar-
tenance du virus de la Mosaique du Mil au groupe des Potyvirus est confirmée par la mise en évi-
dence, dans les plantes virosées, de toutes les inclusions caractéristiques-des potyvirus (roues,
tubes, rouleaux, agrégats lamellaires..).

Nous pouvons préciser la position systématique du virus de la Mosaique du Mil parmi les
Potyvirus en nous référant 2 la monographie d'EDWARDSON (1974) traitant de ce groupe. L'auteur
subdivise ce groupe trés vaste (83 membres classés sur 264 relativement bien &tudiés) en trois
sous-groupes en fonction des inclusions induites par les virus. Ainsi, du fait de la présence dans
les Mils virosés de tous les types d'inclusions décrits dans le casdes Potyvirus, le virus de la
Mosaique du Mil est placé dans la subdivision III &'EDWARDSON.

3.2. Comparaison du virus de la Mosaique du Mil avec lespotyvirus connus

Les propriétés déterminées au cours de 1'étude du virus de la Mosaique du Mil se sont
révélées trés proches de celles de deux souches d'un virus isolées 2 partir de Graminées en COte
d'Ivoire : le GGMV-A trouvé sur Panicum (THOUVENEL et al., 1979) et le GGMV-B trouvé sur Zea mays
(LAMY et al., 1979). Une comparaison plus précise des propriétés de ces trois virus va nous per--
mettre de dire si le virus de la Mosaique du Mil est différent ou si il représente une souche du
Guinea Grass Mosaic Virus.

Le tableau comparatif des plantes-hdtes nous montre deux différences entre le virqs de la
Mosaique du Mil et le GGMV-A : leurs comportements face 3 Bromus stertlis et Setaria italica, mais
ces résultats demandent 3 &tre confirmés.

Les différences sont plus nombreuses eritre le virus de la Mosaique du Mil et 1e.GGMV—B :
Avena fatua, A. sativa, Bromu3 macrocstachye, Eleusine coracana, E. tocussa, Pantcum mazimum,
Setaria ttalica (?)..

Au vu de cette &tude, et pour les plantes utilisées, nous ne pouvons différencier le virus
de la Mosaique du Mil de la souche A du GGMV, alors qu'il existe une différence nette entre ce Vvirus
et la souche B.
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Valeurs reprises de LAMY et al.

Gamme des plantes-hGtes Virus de la Mosai- GGMV-A GGMV-B
. que du Mil
Avena fatua - - +
Avena sativa (Maris Tabard) - - +
Briza mazima : - (2 contrédler) / /
Bromus commutatus -+ + +
B. macrostachys ot _ + . -
B. steriiis 1= (2 contrdleér) | + +
B. uniloides - - /
Dactylis glomerata - - -
Digitaria sanguinalis - - -
Eleusine coracana - - +
E. tocussa - - +
Oryza sativa
o IRAT 13 - - -
Iguape cateto - - -
Panzcum maximum K187 + + -
P. erus-gall< _ + + +
Pennisetum americanum + + +-
Setaria italica - (3 t_:ontr61er) + +
~ Sorghum arundinaceum + i + +
S. sudanense - (32 contrbler) - (3 contrdler) +
s, vulgare - " - " +
Saccharum officinarum - - -
Triticum durum(var. Hardi) - - ) -
Zea mays CJIB + + (trés difficilement) +
Tableau 7 - Comparaison des gammes éle plantes-hStes pour les 3 virus :
~  Virus de la Mosaique du Mil, GGMV-A et GGMV-B.
+ hdte systémique positif
- hGte négatif
h8te non étudié
Propriétés biologiques Virus de la Mosai GGMV-A% GGMV-B**
. que du Mil
Point de dilution limite 10-2 - 10-? 10-2 10-2
Température de thermoinactivation 10 min. 3 55°C 10 min. 2 50°C 10 min. 2 55°C
Résistance 3 la température ambiante <4h quelques heures S.< tps < 8h
Résistance 3 4°C
+ extrait broyat 24h - 24h <96 h
+ dans les feuilles =6 j =4 j ?
Résistance 3 -20°C .
+ broyat >2 mois ? 0
+ dans les feuilles >4 semaines 2 semaines
Tableau 8 - Comparaison des propriétés biologiques Zn vitro pour les trois virus
x  Valeurs reprises de. THOUVENEL et al. (1976) )
XX (1979)
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Propriétés biophysiques Virus de la Mosai GGMV-A . GGMV-B

que du Mil
Longueur particule .| 820 + 10 nm | 816 + 16 nm * 825 + 15 nm *¥
diam&tre ) - =15 nm~ - =15 nm Co =15 nm
DO 260 o : )
_— 1,22 * 0,02 1,22 + 0,02% 1,22 s 0,02%%
DO 280 1,15 dprds correc-| S '
tion
light scattering
DO max ' DO 260
S —— =1,09 + 0,03 - : : -
DO min - DO 247 ’
DO 265 oo _
—_— = 1,37 - -
DO 247 , : .
B aprds correction
light scattering
Contenu en acide nucléique . 6 % 6 % : 6 3
P.M. protéine capsidaire. 32 500 .+ 500 d 32 500 + 500 d 34 500 + 500 d
pHi ) 4,7 £ 0,2 4,7 * 0,2 5,3 £ 0,2

Tableau 9 - Comparaison des propriétés biophysiques et biochimiques des 3 virus.

x Valeurs reprises de THOUVENEL et al. (1976)
xx Valeurs reprises de LAMY et al. (1979).

y Nous avons démontré la transmission du virus de la Mosaique du Mil par Hysteroneura setariae.
LAMY et al. (1979) l'avaient fait avec Rhopalosiphum maidis pour le GGMV-B. Par contre THOUVENEL et
al. (1976) n'ont pas observé de transmission du GGMV-A de Panicum 3 Panicum par pucerons, et nos

propres expériences 2 ce propos sont restdes né€gatives.

I1 y aurait donc 13 une différence nettre entre le GGMV-A et le virus de la Mosaique.du Mil,
mais cette différence peut &tre due au fait que ‘les pucerons s'alimentent peu ou mal sur Panicum.

I1 est 3 noter que nous avons observé la transmission du virus de la Mosaique du Mil de
Pennigetum americanum sur 2anicum maximum par Rhopalosiphum maidis.

Le tableau 8 fait apparaitre quelques légéres différences d'un virus 3 1'autre, mais elles
ne sont pas suffisamment importantes pour &tre significatives. Ce sont en effet des propriétés qui
peuvent varier légd@rement selon les extraits, pour un méme virus et ne peuvent donc étre considérées
dans 1'absolu.

3.2.4. Comparaison_des propriétés_biophysiques_et_biochimigues

Le tableau 9 fait ressortir deux différences nettes entre les pHi d'une part et les P.M.
des protéines capsidaires d'autre part. .
. En ce qui concerne le pHi, la souche B du GGMV se différencie nettement des deux autres
virus, alors que le GGMV-A et le virus de la Mosaique du Mil présentent le méme pHi. .

En ce qui concerne le P.M. des protéines capsidaires, le GGMV-B montre 2 nouveau une dif-
férence nette avec les deux autres virus tandis que les protéines capsidaires du GGMV-A et du virus
de la Mosaique du Mil ont des P.M. voisins . Par contre ld figure 12 met en &vidence des comporte-
ments différents en ce qui concerne les bandes de dégradation des protéines capsidaires des trois
virus, ce qui tendrait 1 Jifférencier le virus de la Mosaique du Mil et le GGMV-A.
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3.2.5. Comparaison_des relations_sérologigues

Le tableau 10 démontre que le virus de la Mosaique du Mil est sérologiquement semblable au
GGMV-A (réaction au titre) alors qu'il diffare lég2rement du GGMV-B (réaction 3 3 dilutions du .
titre). Plus précisément le GGMV-B réagit jusqu'au titre avec chacun des antisera anti virus du Mil,
anti GGMV-A et anti GGMV-B alors que l'antiserum anti GGMV-B ne réagit que jusqu'a 3 et 4 dilutions
du titre avec le virus du Mil et le GGMV-A respectivement.

Les trois virus présentent &galement des réactions pqsitivgs, mais 3 un degré moins pbus§§'
(plusieurs dilutions, en-dega du titre homologue des antisera utilisés) avec le Maize dwarf mosaic
virus souche B et. le Pepper veinal mottle virus. .

) Le tableau 10 montre &galement quelques réactions isol&es : S e
- le virus de 1la Mosaique du Mil et Anti-Maiz dwarf mosaic virus'soughe A (1/4)
- GGMV-A, et, anti Potato virus Y (1/8) et anti Bean common Mosaic virus (1/16).

Cependant ces réactions ne se font que pour les.deux ou trois premilres dilutions, dénotant

ainsi un lien de parenté trds grossier.

Antisera Virus de la Mosaique GGMV-A GGMV-B
: du Mil :
Virus de la Mosaique du Mil = [+ . 1/1024 | + 1/512 + 1/1024 ~
171024 _
GGMV-A 1/2048 |+ 1/2043. + /1024 + . 1/2048
GGMV-B - ) 1/1024 + 1/256 + 1/128 + 1/1024
Henbane mosaic virus 1/8192 - ) - _ -
Maize dwarf mosaic virus A ? + I 1/4 / _ -
Maize dwarf mosaic virus B ? + ' 1/8° + 17500 + 1/16
Peanut mottle virus 1/4096 - -. . -
Passiflora ringspot virus 1/2048 |- . : - - -
§ugarcane mosaic virus ? g -
Potato Virus'A 1/160 - ’ - -
Potato virus Y ? - g + 1/8 -
Bean yellow mosaic v}rus 1/1024 = - -
Bean common mosaic virus 1/512 - |- + 1/16 -
Pepper veinal mottle virus~+/8192 |- 1/256 + 1/64 * 1/256

Tableau 10 - Comparaison des relations sérologiques des 3 virus entre eux, et,
avec d'autres potyvirus.

Les résultats de cette &tude sérologique montrant donc que le virus de la Mosaique du Mil,
le GGMV-A et le GGMV-B sont assez &troitement l1iés alors que les relations avec les autres poty--
virus &tudiés sont plus distantes. C'est ce que présente la figure N° 13 résumant les résultats
d'une &tude sur les potyvirus africains (FAUQUET et THOUVENEL, 1980). Ces conclusions semblent
confirmées par les résultats de 1'étude statistique portant sur la comparaison de la composition
entre acides aminés des protéines capsidaires de différents potyvirus. Les représentations bidimen-
sionnelles et tridimensionnelles (fig. 14) dérivant des analyses en composantes principales mon-
trent en effet que les potyvirus africains forment un groupe séparé des autres potyvirus et que
les différentes souches du GGMV occupent une position excentrée par rapport aux autres potyvirus
africains (FAUQUET, communication personnelle).

CONCLUSION : -

L'agent causal de la Mosaique du Mil est un potyvirus présentant une grande similitude
avec le Guinea Grass Mosaic Virus. Nous consid&rons que. le virus de la Mgsaique du Mil est une
souche du GGMV. Comme elle semble différer de la souche A du GGMV par la transmission par puceron
essentiellement, nous désignerons cette souche par la lettre D, une autre souche de ce méme virus
dite GG?V-C ayant fait 1l'objet d'expériences préliminaires au laboratoire (r&sultats non encore
publiés). :



Résumé:

Dans le cadre de l'inventaire des viroses affectant les plantes
d'importance économique en COte d'Ivoire, nous avons détecté une maladi
sévissanf sur Mil (Pennisetum americanum ). Cette maladie est caractéri
-'sés par une mosaidue, et, elle est transmissible mécaniquement ou par
'puceron, mais non par la grains. L'agent causal a été purifié et ses
propriétés étudides. Ce virus appartient au groube des Potyvirus.

Sa gamme d'hdtes, ainsi que ses propriétés biologiques,. physico-
chimiques et sérologiques sont tris semblables & celles du Guinea Grass
Mosaic Virus souche A (-GGMV-A ), mais il s'en distingue -en ce qui
concerne la transmission ﬁar pucerons, Noug proposons de le nommer -
Guinea Grass quaic'Virus souche D ( GGMV-D ). '

Summary: ' | :

‘A viral disease has been detected on pearl millet (Pennisetum
americanum ) in the Ivory Coast. The symptoms are a light-green mosaic
more or less severe, and eventually dwarfing. This disease is mechanica
i& transmissible and aphid;borne, but not seed-borne. The agent'has beel
purified and its properties studied. It is a flexuous virus about 820 ni
1ong; member of the potyviruses group. Its host range, its biological,
physico-chemical and sérological properties make it very close to the
Guinea Grass Mosaic Virus strain A (GGMV-4). But, as this virus is

distinguishable by the aphid transmission, we propose to name it :

Guinea Grass Mosaic Virus strain D ( GGEV-D ).
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Figure n° 3: Spectre d'absorption en UV du Virus de la
: Mosaique du Mil.

N
y

300 320 Longueur d'onde
nm

courbe (a) aA: spectre d'absorption non corrigé pour

la diffusion.

courbe (b) @: valeurs extrapoldes de la diffusion de
la lumiére par les particules virales
entre 320 et 240 nm.

courbe (e¢) ¥: spectre d'absorption corrigé pour la

diffusion.



15C;

10C;

6 ¢t
501
401 *

2 O._

Ct

707 | | o e

30! [ N ~ x N —_
/ \ / *K *(y/ | | \/ | *ﬁk“(*\*ﬁ(/ .

" 0.0 260 nm mo . : - pHy

e | - - FRACTIONS |

4 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Figure n® 4: Détermination du point isoélectrique ("pHi ) des particples virales par .
' focalisation isoélectrique dans une colonne d'ampholine.

*: Densité optique (D.0O) des fractions; :
" e: pH des fractions. . '



P01ds moleculalre x10

:7- 5 % t
6 - »
.5 -

5] r
31 - T
2 - ’ -
oy
- gj ,' ] - -
- 8% B
8 ‘ -
? :
4 - "
3 4 .
2 - L
3 ;
T 1 10 % -
6 - »
54 -
4 4 , _.
3 4 i
2 - "
1 ] 1) 1 | ] i ] ] ﬁl‘ i 1] l.l 1
1 . 5 10 Rf en %

Figure n°f5 Détermination, pour différentes concentrations des
"~ gels en acrylamide, du poids moléculaire de la protéine
capsidaire du Virus de la Mosaique du Mil ( — ).

Représentation graphique du Log(P ,) en fonction de la
Re (moblllte relative d'une protelne par rapport & une
protelne de référence).

Les protéines marqueurs utilisées sont:

o : Pyruvate kinase ' P.M.= 57 000 d.
! Phosphoglycérate kinase P.M.= 47 000 d.
: - Ovalbumine P.M.= 43 000 d.

: Inhibiteur de la trypsine extrait du Soja P.M.= 21 000 4.
: Protéine capsidaire du VET P.M.= 17 500 4d.
: Lysozyme (protéine de référence) P.M.= 14 400 d.
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concentration des gels en acrylamide.
Les protéines figurées sont:

Protéine capsidaire du VLT .

Inhibitzgf de la trypsine extrait du- SQja

Trypsin ;s A : A-chymotrypsinogenes

Ovalbumine ; @ : Phosphoglycérate kinase

Pyruvate kinase

Les protéines capsidaires des virus GGMV-A ( &) , GGMV-B (B)
et du Virus de la Mosaique du Mil (D). %

Les résultats concernant les protéines marqdées( ) proviennent
d'expériences antérieures,menées dans les mémes conditions.
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Figure n°® 7: Détermination du poids moléculaire de la protéine capsidaire
des virus GGMV-A (A), GGMV-B (B) et du virus de la Mosaique
du Mil (D) d'aprés la représentation graphique de la pente
Z&Log(Rf)/ZX% acrylamide en fonction du poids moléculaire.

Les protéines marqueurs représentées sont:

13 Lysozyme P.M.= 14 400 4.
2: Protéine capsidaire du VMT P.M.= 17 500 4. .
3: Inhibit%?F de la trypsine extrait du soja P.M.=-21 000 4.
4: Trypsine'’ P = 23 80 d.
5: « chymotrypsinogéne *S P.M.= 25 700 4.
6: Anhydrase carbon%g?e( ) P.M.= 29 000 4.
Ts Carboxy?g tidase P.M.=- 34 300 4.
8: Pepsine! P.M.= 35 000 4.
9: Alcool deshydrogénase de Levure(*a P.M.= 37 500 4.
10: Ovalbumine P.M,= 43 000 4. : =
"11: Phosphoglycérate kinase P.,M.= 47 000 4.
12: OUvalbumine P.M,=-47 00? g.
13: Glutamate deshydrogénasel™ P.M.= 53 000 4.
14: Pyruvate kinase P.M.= 57 000 d.
Les paramétres relatifs aux proéines marquées (*) proviennen
d'expériences antérieures, menées dans les mémes conditions.
Les fléches-indiquent la position des protéines capsidaires
2 des GGMV-A (4A), GGMV-B (ng et du Virus de la Kosaique du Nil
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Figure n° 9 :

Particules purifiées du Virus de la

Mosaique du Mil photographiées au
microscope électronique apreés coloration
& l'acétate d'uranyle 1% .

Le trait représente 150 nm.
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Figure n® 11: Inclusions cytoplasmiques induites par le

Virus de la MNosaique du Nil dans les cellules
de feqilles de Mil.
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Flgure n® 12; Représentation graphlque de la position des protéines
capsidaires des virus GGMN-A (4), GGMV-B (B) et du
Virus de la Mosaique du Mil (D) et de leurs différentes
" bandes de degradatlon pour une concentration d'acrylami-
de de 8%,

Les tralts mettent en relation les bandes présentant
le méme p01ds moléculairs.
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n°13 i RELATIONS SEROLOGIQUES DES POTYVIRUS AFRICAINS
SEROLOGICAL RELATIONSHIPS OF AFRICAN POTYVIRUSES
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AFRICAINS

CLASSIFICATION BIDIMENSIONNELLE DES POTYVIRUS S:JIVANT LA COMPOSITION
EN ACIDES AMINES DE LEUR PROTEINE CAPSIDAIRE
‘ BIDIMENSIONAL CLASSIFICATION OF POTYVIRUSES ACCORDING 'I;O THE
AMINO ACID COMPOSI%ION.OF THEIR CCAT PROTEIN
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CLASSIFICATION TRIDILIENSIONNELLE DES POTYVIRUS SUIVANT LA COMPOSITION

EN ACIDES AMINES DE LEUR PROTLING CAPS[DMRE

TRIDIMENSIONAL CLASSIFICATION OF POTYVIRUSES ACCORGC.NG TO THE

AMINO ACID COMPOSITION OF THE!R COAT.PROTEIN
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