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L’ARN satellite du virus de la mosaïque du concombre
III. - La propriété de survie in vivo

Mireille JACQUEMOND Hervé LOT

Jean-Paul LEROUX

LN.R.A., Station de Pathologie végétale, Centre de Recherches d’Avignon, F 84140 Montfavet.

RÉSUMÉ L’ARN satellite du VMC (ARN-5) est retrouvé, biologiquement actif, plusieurs jours après son apport à une
plante. Il ne s’accumule pas dans l’organe où il avait été apporté et ne migre pas à partir de cet organe. Cette

Virus de la mosaïque propriété de survie a été établie selon deux méthodes :
du concombre, 1) Mise en évidence de l’ARN satellite dans un broyat de feuilles où il avait été antérieurement apporté ;
Tomate, 2) Inoculations, sur des feuilles d’étages différents d’une tomate, de l’ARN satellite et du génome viral. Cette
Migration, dernière étude a été précédée par celle du mouvement, dans la tomate, du virus inoculé à un étage donné et
ARN satellite, donc, de la durée requise pour que les particules soient activement synthétisées dans les diverses parties de la
Survie. plante.

Les ARN-5 de type D (responsables du développement du syndrome nécrotique létal de la tomate) et de
type R (inducteurs de la réduction des symptômes dus à l’infection par le génome viral chez cet hôte)
présentent la même aptitude à survivre in vivo.
La durée de survie de l’ARN-5 est de l’ordre de 25 j chez la tomate, 15 j chez le tabac et le concombre.

SUMMARY Cucumber mosaic virus associated RNA-5. III. - Survival in vivo

Cucumber mosaic virus, 
The satellite RNA of CMV (RNA-5) keeps its biological activity several days after inoculation into leaves of a

Tomato, 
’ 

plant. Under these conditions, it does not accumulate in the inoculated organ and it does not migrate from this

Migration, organ. This property of survival has been demonstrated by two methods :
Satellite RNA, 1) recovery of the satellite RNA in crude sap from inoculated leaves ;
SurvivaL 

’ 

2) inoculation of different leaves of a tomato plant with satellite RNA in the presence of helper virus. A checku I ’ 

was first made of the movement, within the tomato, of the virus inoculated into a given leaf, and then, of the
time required for the particles to be actively synthesized in the various parts of the plant.
RNA-5 of D type (causing tomato lethal necrosis) and of R type (reducing the symptoms induced in tomato
by the helper virus) have the same capacity to survive in vivo.
RNA-5 can survive for at least 25 days in tomato, or for 15 days in tobacco and cucumber.

I. INTRODUCTION

L’ARN satellite du virus de la mosaique du concombre
est totalement dependant, pour sa replication, des ARN
génomiques viraux. KAPER et al. (1976) ont effectivement
montre qu’il n’est pas retrouve parmi les ARN totaux isolés
de plantes ou il avait été apporte en t’absence du genome
viral.

Les ARN-5 isolés de différentes souches de virus presen-
tent des structures primaires similaires (KAPER & Tovsi-

GNANT, 1978 ; RICHARDS et Cil., 1978). Ils possedent 6gale-
ment de nombreuses propriétés biologiques communes.
Dotes d’une remarquable activité biologique - des traces
d’ARN satellite dans un inoculum suffisent pour que sa

replication soit assurée - assistés par les ARN génomiques
de souches homologues ou hdtdrologues, les ARN-5, en se
multipliant, provoquent une importante reduction de la

synthese virale et des symptômes induits chez les h6tes du

virus (WATERWORTH et at., 1979 ; JACOUEMOND &

LEROUX, 1982).
Un hôte, la tomate, permet de mettre en evidence une

fonction biologique particuli6re qui n’est pas commune aux
ARN satellites de toutes les souches de VMC. En effet, les
ARN-5 de type D sont responsables du développement d’un
syndrome nouveau chez cet hôte - la nécrose létale -

lorsqu’ils sont associes au virus. Par contre, les ARN-5 de
type R induisent une reduction nette des symptômes de
filiformisme dus à l’infection par le genome viral (JACQUE-
MOND & LOT, 1981).
Des essais destines à étudier 1’6ventualit6 de la multiplica-

tion et de la migration de 1’ARN-5 « inocule » isolément ont
permis de démontrer sa capacité à survivre plusieurs jours
après son apport à différentes espèces vegetales. La pro-
priete de survie a été antérieurement décrite par Mossop &
FRANCKI (1978) dans le cas de I’ARN satellite de souches
australiennes de VMC, ou SAT-RNA. Cette demonstration



a été faite par des experiences utilisant I’hybridation de
1’ARN satellite et de son ADN complémentaire. Par des
experimentations de type biologique, nous confirmons cette
aptitude particulière et présentons quelques facteurs qui
interviennent sur son expression. En particulier, nous

démontrons que I’ARN satellite de la souche R est, comme
les ARN satellites nécrogènes de type D, capable de se

maintenir actif in vivo.

II. MATÉRIEL ET MÉTHODES

A. Les souches de virus

Les caractéristiques des souches IJ7F et lJ7N - respecti-
vement inductrices chez la tomate (Lycopersicon esculen-
tum Mill.) de mosaique filiforme et de nécrose - et des
ARN satellites isolés des souches D, S et R, ainsi que les
méthodes de purification et d’analyse en gel de polyacryl-
amide des ARN ont été décrites précédemment
(JACQUEMOND & LOT, 1981).

B. Detection de IIARN-5 dans un extrait de feuilles

L’ARN-5 purifie est dilue, jusqu’a des concentrations qui
seront précisées pour chaque essai, dans une solution saline
phosphate disodique 0,03 M, pH 8,3, et apporte sur les
feuilles adultes des plantes en presence de carborandum
(400 mesh, 75 mg/ml). Ces plantes sont ensuite maintenues
dans un compartiment de serre ou la temperature est

régulée approximativement (14-16 °C durant la nuit, 24-
27 °C durant le jour) ou dans une enceinte climatique dont
les caractéristiques sont : 16 °C durant 10 h de nuit, 21 °C
durant 14 h de jour (4 500 Lux), 70 p. 100 d’hygrométrie.

L’activité de 1’ARN-5 de type D dans les feuilles oa il a
été apporte plusieurs jours auparavant est mise en evidence
en inoculant de jeunes tomates (15 a 18 j) avec un extrait de
ces feuilles dilue au 1/10 dans une solution phosphate
disodique 0,03 M, pH 8,3 DIECA 2 p. 1000 et additionné
des ARN de la souche 117F (20 fJ.g/ml). L’apparition de cas
de nécrose 15 à 20 j après la contamination par ce mélange
révèle en effet la presence de 1’ARN satellite dans 1’extrait
des feuilles. L’inoculum témoin est constitue par les ARN
de la souche 117F dilués dans un broyat de feuilles ayant subi
un simulacre d’infection par la solution saline.

La detection de 1’ARN-5 de la souche R, dépourvu
d’activité nécrosante, se fait par analyse du contenu nuclei-
que des particules synthétisées chez des tomates inoculées
comme précédemment par le mélange constitue de 1’extrait
des feuilles du vegetal ayant reçu 1’ARN-5 et des ARN du
virus assistant.

C. Etude du mouvement du virus dans la tomate

Les ARN des souches II,F et I1,N sont inoculés aux doses
respectives de 20 et 40 fLg/ml (la souche 117N contenant
45 p. 100 environ d’ARN satellite) à des tomates âgées de
22 à 25 j (4 feuilles développées) sur la feuille immediate-
ment supérieure aux cotyledons (appel6e feuille n° 1, selon
l’ordre d’apparition sur la tige).
Après l’infection, le virus est recherche chaque jour dans

les diverses parties de 5 plantes, par indexage sur un h6te
hypersensible, Vigna sinensis (L.) Endl. Les lesions locales
nécrotiques développées sont dénombrées 48 h apre!
l’inoculation. L’essai a été realise 3 fois dans les conditions
de la serre.

III. RESULTATS

A. Activité inhibitrice d’extraits de feuilles

Un essai pr6liminaire a été realise afin de préciser le

pouvoir inhibiteur d’extraits de feuilles sur les ARN g6no-
miques et sur 1’ARN satellite apporte à tres faible concen-
tration. Pour cela, les ARN de la souche 117F (20 wg/ml) et
1’ARN-5 de la souche I1!N (5 x 10 - 4 fLg/ml ou

5 x 10 - jig/mi) ont été ajoutés extemporanément à plu-
sieurs dilutions d’un extrait de feuilles de tabac (Nicotiana
tabacum L. cv. Xanthi nc.).

Les résultats présentés dans le tableau 1 montrent que la
concentration utilisée pour les ARN génomiques est suffi-
sante pour que l’infection soit initiee, quellc: que soit la
dilution de 1’extrait vegetal. La comparaison des taux de
nécrose d6veloppde par les tomates ainsi contaminees fait
néanmoins apparaitre le pouvoir inhibiteur de 1’extrait
concentré. L’ARN-5, bien que present en concentration
faible dans l’inoculum, peut toutefois être détecté lorsqu’il a
été apporte dans un broyat de feuilles realise au 1/10. Nous
avons done garde ce facteur de dilution dans tous nos essais.



B. Mise en evidence de la propriété de survie

1. Maintien de l’activité de I’ARN-5 dans les feuilles de
tonwtes

Des tomates inocul6es par friction d’un extrait constitue

par t’addition des ARN purifies I17F à un broyat de feuilles
de tomates inoculdes depuis 8 j par 1’ARN-S de type D

(souche 1,,N) et maintenues dans les conditions de la serre,
extériorisent essentiellement le syndrome nécrotique
(tabl. 2). Le développement de ces symptômes prouve
la presence d’ARN-5 biologiquement actif dans 1’extrait

vegetal. Lorsque la durée d’incubation est portée à 12 j,
1’ARN-5 est encore détecté dans 1’extrait correspondant
mais seulement 30 p. 100 des tomates se necrosent.

Lorsque les tomates inoculdes par 1’ARN-5 sont mainte-
nues en chambre climatisée, 1’ARN-5 est retrouve fonction-
nel, dans un extrait de leurs feuilles, 25 j après son apport.

2. Inoculations du genome viral et de l’ARN-5 sur des

feuilles d’etages différents
Le résultat precedent suggere que I’ARN-5, apporte à

une feuille de tomate, peut rester fonctionnel jusqu’a la

migration et la replication, à ce niveau, du virus assistant
inoculé à un autre étage de la plante. Si cela est vrai, la

tomate extériorisera le syndrome nécrotique. Par contre, si
la durée requise pour que le virus soit activement répliqué
dans les cellules oa 1’ARN satellite est present est trop
dlevde, la plante développera les symptômes de filifor-

misme, révélateurs de 1’absence d’ARN-5 fonctionnel. Pour
préciser la durée du maintien en activité de 1’ARN satellite,
nous avons au préalable étudié le mouvement du virus dans
la tomate.

a) Mouvement du virus dans la tomate

La progression, dans la tomate, du virus (souche 117F ou
IJ7N) inoculé sur la feuille n° 1, est représentée dans le
tableau 3. Trois jours apres l’infection, le virus n’est
retrouve que dans les folioles de la feuille inoculée et,
occasionnellement, dans les racines secondaires. Le virus
est ensuite rapidement synthétisé dans tous les organes de la
plante puisqu’il y est détecté 6 j après l’inoculation, excep-
tion faite de la feuille n° 2 et des cotyledons. Toutefois, les
concentrations de virus, estim6es d’après les nombres de
lesions locales développées sur les feuilles de V. sinensis,
varient selon les parties considérées. En particulier, aux 5e
et 6c jours, le virus est tres abondant dans la partie
supérieure de la tige (à partir de la feuille n° 4) et sa

concentration est beaucoup plus faible dans la partie
inférieure. Les derni6res parties envahies sont les cotyl6-



dons (minimum 13 j apres 1’infection), s’ils persistent tou-
jours, et la feuille n° 2. Cette dernière n’est d’ailleurs pas
toujours infectee. Au-delà des 15-16e j, la concentration du
virus dans la partie basse de la tige et dans les feuilles les
plus âgées (1, 2 et 3) diminue progressivement.

b) Faci!s de la maladie developpee par des tomates
inoculees sur des feuilles d’etages differents par le
genome viral et l’ARN-5

Le d6veloppement de nécrose tetale parmi les tomates
inoculées par le genome viral sur la feuille n° 1 et 1’ARN-5
sur les feuilles n° 2, 3, 4 ou sur les cotyledons, prouve que
1’ARN satellite est toujours present puisqu’il a pu etre

assiste par les ARN génomiques (tabl. 4). Compte tenu des
délais requis pour que le virus soit répliqué dans les feuilles
successives de la plante, il apparait que 1’ARN-5, s’il n’a pas
migre à partir de la feuille oa it avait été apporté, s’est
maintenu biologiquement actif une vingtaine de jours.

3. Controle de l’accurnulation et de la migration de l’ARN-5

Les résultats precedents suggerent que I’ARN-5 peut
subsister de longues périodes à 1’6tat latent dans la feuille ou
it avait été apporte, ou bien qu’il peut se r6pliquer indépen-
damment des ARN du genome viral, ou encore qu’il peut
migrer à partir de t’organe inoculé.
La reduction de la teneur de 1’ARN satellite dans les

extraits de feuilles - représentée dans les tableaux 2, 5, 6,
par la reduction des taux de tomates nécrosées - lorsque la
durée d’incubation augmente, montre qu’il n’y a pas accu-
mulation d’ARN-5 dans la feuille inocul6e et qu’il n’est

vraisemblablement pas capable de se répliquer de façon
autonome.

La migration de 1’ARN-5 à partir de la feuille où it a été
apporte parait peu probable. En effet, le d6veloppement de
mosaique filiforme par des tomates infectées par la souche
Iiv F sur la feuille n° 1 et 1’ARN satellite sur la feuille n° 2 -

feuille tardivement et sporadiquement infectee par le virus
- tend à prouver t’absence de migration de 1’ARN satellite.
De plus, la recherche dans les feuilles 1, 3, 4 et dans les
racines de tomates oa 1’ARN-5 avait été apporte 4 et 8 j
auparavant sur la feuille n° 1, n’a permis de le détecter que
dans cette feuille n° 1.

C. Aptitude a la survie d’ARN-5 de provenances diffi-
rentes

La relation virus - ARN satellite ne presente pas de
spécificité étroite. En particulier, les ARN-5 des souches D,
S ou R peuvent, comme 1’ARN-5 de la souche 117N, être
assistés par le genome viral 117F (JACQUEMOND & LEROUX,
1982). L’aptitude à survivre de ces 4 ARN satellites a été
éprouvée chez le tabac maintenu en chambre climatisee.
Elle est estimée par le pourcentage de nécrose developpee
par des tomates infectées par le mélange du genome 117F et
de l’extrait de feuilles de tabacs ayant reçu t’application de
1’ARN-5, dans le cas des ARN satellites I1!N, D ou S, et par
la proportion relative d’ARN-5 dans les particules synthéti-
sees chez les tomates infectées selon le même protocole
dans le cas de 1’ARN satellite R (tabl. 5). Ces résultats
montrent que les 4 ARN satellites survivent durant des
périodes comparables, de l’ordre de 15 jours, chez le tabac.
En particulier, des taux de nécrose similaires sont obtenus
avec les inoculums correspondant aux broyats de feuilles
ayant reçu les ARN-5 IJ7N ou S.

D. Comparaison de I’aptitude de 3 hotes du VMC à
assurer la survie de F ARN-5

Contrairement au concombre (Cucumis ,sativus L. cv.

« Vert Long Maraicher »), la tomate et le tabac sont

particulièrement favorables à la synthese de I’ARN satellite
qui peut représenter 45 à 50 p. 100 du contenu nucléique des
particules (JACQUEMOND & LEROUX, 1982). Ces h6tes ont
done été choisis pour éprouver t’aptitude de 1’ARN-5

(souche IJ7N) à survivre chez différentes espèces vegetales.
Comme le montrent les résultats présentés dans le

tableau 6, la durée de survie de 1’ARN-5 depend étroite-
ment des espèces sur les feuilles desquelles il a ete applique.
Elle est supérieure à 25 j chez la tomate et de l’ordre de 15 j
chez le tabac et le concombre, les plantes 6tant maintenues
en enceinte climatique durant leur incubation. (11 semblerait
qu’il n’existe pas de relation entre les aptitudes de ces hôtes
à assurer la replication ou la survie de 1’ARN satellite.)



IV. DISCUSSION

L’ARN satellite du VMC possède la propriété de preser-
ver ses fonctions biologiques et, probablement, l’intdgritd
de sa structure, durant des périodes variables après avoir été
inoculé à une plante. L’absence apparente de replication

autonome de 1’ARN-5 apporte sans les ARN du genome et
1’absence de migration à partir de 1’organe inoculé confir-
ment qu’il s’agit d’une propriété de survie. Cette propriété,
commune aux ARN-5 de type D et R, n’est pas spécifique à
un hôte donne puisqu’elle a ete établie chez différentes

especes v6gdtales.



L’étude comparée de la capacité de l’ARN-5 à survivre
chez des plantes maintenues en serre ou en enceinte

climatique a montre le rote determinant des conditions
d’incubation sur la durée de survie. Notamment, I’ARN-5
ne reste fonctionnel que 8 à 12 j chez les tomates mainte-
nues en serre alors que la période de survie atteint 25 j
lorsque les plantes sont maintenues en enceinte climatique
(tabl. 2). De plus, des résultats constants ont été obtenus au
cours de plusieurs essais realises en chambre climatis6e alors
qu’ils varient avec la période de I’ann6e lorsque les essais
sont conduits en serre (r6sultats non présentés).
KASSANIS, en 1966, avait suggere que le satellite du virus

de la nécrose du tabac (SV-TNV) pouvait survivre, in vivo.
Ce satellite, encapsidé dans sa propre proteine, est depen-
dant, pour sa replication, du genome viral. Cette propriete
du SV-TNV a ete confirmée par Mossop & FRANCKI

(1979a) et également 6tablie pour 1’ARN satellite de
souches australiennes de VMC (SAT-RNA) par ces mêmes
auteurs (1978). Comme l’ARN-5 de type R, le SAT-RNA
induit une nette reduction des symptômes viraux chez la

tomate, mais il ne présente que 70 p. 100 d’homologies de
sequence avec 1’ARN-5 (MossoP & FRANCKI, 1979b ). La
capacité de survivre in vivo constitue donc une autre

propriété commune aux divers ARN satellites du VMC
décrits.
Le mode de conservation de 1’ARN satellite apporte

isolément a une plante n’a pas été établi. La detection de
1’ARN-5 dans un extrait de feuilles o6 il avait été apporte
antérieurement peut signifier que 1’ARN-5 est reste en

surface de la feuille ou bien qu’il y a pénétré. Cette
deuxième possibilité peut être retenue puisque I’ARN-5,
apporte sur la feuille d’une tomate à un certain étage, peut
être assiste par le virus provenant d’un étage different de la
plante. La faculté de survivre suggère une resistance parti-
culière de cette molecule. Le SAT-RNA ou I’ARN-5 sont
effectivement plus stables, in vitro, que les ARN du genome
(Mossop & FRANCKI, 1979a ; JACOUEMOND, 1980). 11 est

également possible que 1’ARN satellite soit partiellement
protégé grace à des interactions avec la ce:llule envahie.
Neanmoins, 1’ARN-5 est progressivement degrade. Sa
concentration dans des extraits de feuilles de tabacs où il
avait été apporte 15 j auparavant doit être extrêmement
faible compte tenu des résultats énoncés dans le tableau 4.
En effet, lorsqu’il est present à la dose de 5 x 10 - 4 wg/ml
dans l’inoculum, l’ARN-5 représente 45 p. 100 environ du
contenu nucléique des particules synthétisées chez la tomate
et provoque, lorsqu’il est du type D, la nécrose de la totatite
des tomates infectées. Par contre, lorsqu’il est present en
concentration encore plus faible, sa synthese devient aléa-
toire ; il représente une proportion tres faible de 1’ARN
total synthétisé et le pourcentage de tomate se nécrosant est
réduit (JACQUEMOND & LEROUX, 1982). Ce:la semble etre
le cas de l’inoculum correspondant à des feuilles de tabacs
inoculées depuis 15 j par les ARN-5 de type: D ou R.

L’aptitude à survivre que possèdent les ARN-5, associée
à 1’absence de spécificité de la relation virus - ARN
satellite, constitue une donnée nouvelle particuli6rement
intéressante d’un point de vue épidémiologique. Elle pour-
rait intervenir dans 2 situations :
- le genome viral, transmis par les pucerons, vecteurs

naturels du virus, n’est pas en concentration s,uffisante pour
initier l’infection. L’ARN-5, simultan6ment transmis,
pourra être assiste par le virus apporte au cours d’une
infection ult6rieure ;
- 2 groupes de souches de VMC, définis selon des

critères de thermosensibilité (MattcHOUx et al., 1976),
peuvent se succéder sur une même plante dans les condi-
tions naturelles d’infection, lorsque certains facteurs, telle la
temperature, y sont favorables (DOUINE et al., 1979). Cette
succession serait le fait de recontaminations. L’ARN-5

pourrait être intégré dans les particules de la souche
surinfectante.
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