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INTRODUCTION 

MARKHAM, MATTHEWS ET SMITH 1 ont signal@ en 1948 l'existence dans des plantes 
infect6es par le "turnip yellow mosaic virus" d'une prot6ine de propri6t6s immuno- 
logiques identiques k celles du virus, mais d6pourvue d'acide ribonucl6ique (ARN) et 
non infectieuse. En 1952, deux d'entre nousL3 ont retrouv6 un antig6ne non infectieux 
6galement d6pourvu d'ARN dans des plantes infect6es par le virus de la mosaique du 
tabac (VMT). Le lien qui parait donc exister entre le caract6re infectieux des virus 
v6g6taux et la pr6sence d'acide ribonucl6ique a pris un consid6rable int6r6t depuis que 
l'acide d6soxyribonucl6ique des phages apparait comme j ouant un r61e fondamental lors 
de l'infection des bact6ries par ces virus 4. D'autre part, les progr6s rapides faits par nos 
connaissances sur la multiplication des phages montrent que celle-ci dolt s'effectuer par 
des 6tapes successives au cours desquelles les constituants du virus s'6difient ind6pendam- 
ment les uns des autres. Peut-@tre les prot6ines apparent6es immunologiquement au 
virus de la mosaique du tabac, mais non infectieuses et d6pourvues d'ARN, repr6sentent- 
elles certaines de ces 6tapes dans le cas des virus v6g6taux. 

Pendant que nous poursuivions nos recherches sur les antig6nes non infectieux du 
virus de la mosaique du tabac, divers travaux ont paru sur le mSme sujetS,t n nous a 
paru utile de rendre possible la comparaison de ces recherches avec les n6tres en d6crivant 
aujourd'hui nos r6sultats avec plus de d6tails que nous ne l'avons fait jusqu'k pr6sent2,~,L 

MATI~RIEL ET TECHNIQUES 

Le virus utilis6 nous a 6t6 fourni par  le Dr. BAWDEN. [1 a 6t6 cultiv6 sur Nicotiana tabaccum, 
var. White  Barley, soit en plein air, soit en serre. Les extrai ts  de plantes sont  obtenus  g par t i r  de 
t issus frais ou congel6s, par  homog6n6isation (12,ooo tours /minute ,  pendan t  2 minutes,  app. Osterizer) 
dans deux fois le poids humide de solution physiologique de Chambers  (KC1 5.2; NaC1 1.75; ci trate 
Na 2. 5 pour  iooo sol.) t amponn6e  A p H  7.2 par  du phospha te  M/2oo. 

Le virus est isol6 par  la m6thode de COMMONER s modifi6e par  l ' intercalat ion d 'une  pr4cipitation 
pFI 4.7 entre ehacune des pr6cipitat ions successives ~ p H  3.4- 

Les centrifugations diff6rentielles ont  @t6 r6alis4es ~ l 'aide de la centrifugeuse Spinco, module L, 
ro tor  4 o. Les mesures de mobilit4 61ectrophor6tique sont  faites dans la branche ascendante  de l 'ap- 
pareil Perkin-Elmer,  mod61e 3 8, les diagrammes 6tant  obtenus  par  la "scanning  me thod"  de LONGS- 
WORTH. Le microscope 61ectronique utilis6 est l 'appareil  Philips ; l 'ombrage est obtenu avec le m61ange 
or-manganine I / I .  L ' immunisa t ion  des lapins contre le VMT est provoqu6e par  deux injections 
2 4 heures d ' intervalle de 15 mg de virus, purifi6 par  la technique de COMMONER, l ' ant is6rum 4rant  
recueilli 2 ~ 3 semaines plus tard. Les pr6cipit6s immunologiques  sont  obtenus  et trait6s su ivant  
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les indications de KABAT ET MAYER 9, les dosages d'azote 6rant effectu6s ~, l'aide de l'appareil de 
MARKHAM. 

Les antighnes solubles sont d6tect6s par la technique de pr6cipitation sp6cifique de OUDIN en 
gel d'agar contenant l 'antis6rum TM. 

L'acide ribonucl6ique est dos6 spectrophotom6triquement apr~s extraction, dans l'acide per- 
chlorique lO% froid, du virus pr~alablement pr~cipit~ par l'acide trichlorac6tique, et trait~ par 
l'alcool et l'6ther. 

La comparaison du caract~re infectieux du virus et des antig~nes solubles est faite par appli- 
cation des solutions sur Nicotiana glutinosa suivant une mdthode qui sera ddcrite plus loin. 

RESULTATS 

D~tection des antig~nes solubles accompagnant le virus de la mosa~que du tabac 

La totalit6 des protdines susceptibles de se combiner avec les anticorps obtenus 
par l'injection au lapin de VMT se trouve dans la fraction des extraits pr6cipit6e 
pH 3.4, apr6s 61imination des prot6ines pr6cipitant k pH 4-7. La recherche des antig6nes 
solubles peut donc ~tre effectu6e sur cette fraction seulement. Les divers tests destin6s 

la d6tection de ces antighnes ont 6t6 appliqu6s ~ l'6tude de plantes normales servant de 
t6moins, de plantes infect6es alors qu'elles ne pr6sentaient qu'une rosette de jeunes 
feuilles et cultiv6es ~ l'ext6rieur pendant 2 k 3 mois (infection syst6mique), de feuilles de 
divers ages snr lesquelles avait 6t6 appliqude une solution de virus IO k 20 jours aupara- 
vant (infection directe). 

Examen immunologique (m~thode de OUDIN) 

La pattie inf6rieure des tubes 6tant occup6e par de l'antis6rum 6tendu d'un volume 
6gal de s6rum normal ou, k titre de t6moin, par du s6rum normal seulement, tous deux 
g61os6s, la partie sup6rieure est remplie d'une solution k 2 % des prot6ines pr6cipit6es 
pH 3.4 et redissoutes k pH 7 dans la solution de Chambers. Quelle que soit l'origine des 
antig6nes utilis6s, aucune r6action n'apparalt au contact du s6rum normal. De m~me, 
des prot6ines provenant de plantes non infect6es ne r6agissent pas avec l'antis6rum. 

Dans le cas d'une pr6paration de virus provenant de feuilles ayant subi une infection 
directe, il n'apparait jamais qu'une z6ne de pr6cipitation minuscule dans l'angle form6 
par la surface concave du gel d'agar et la paroi du tube. Cette z6ne de pr6cipitation ne 
manifeste par la suite aucune extension appr6ciable (Figs. I, 2). 

Si la pr6paration de virus provient de feuilles ayant  subi une infection syst6mique, 
une z6ne de pr6cipitation importante apparalt an contraire et se d6place rapidement 
dans le gel d'agar. Cette z6ne de pr6cipitation comporte deux bandes nettement dis- 
tinctes par leur opacit6 et la vitesse in6gale de leur d6placement (Figs. I, 2). 

La conclusion de ces exp6riences parait 4tre que les feuilles oh une infection 
syst6mique s'est d6velopp6e contiennent deux antig6nes en plus du virus lui-m4me. 
Dans les feuilles ayant subi une infection directe, au contraire, le virus paralt seul pr6sent. 

Examen #ar ~lectrophor~se 

Les solutions ayant servi aux examens immunologiques pr6c6dents sont soumises 
l'61ectrophor6se apr4s dilution convenable et dialyse contre un tampon borate M/io 

de pH 8.2. Ainsi que le montrent les diagrammes ci-contre (Fig. 3), la solution pr6par6e 
partir de feuilles ayant subi une infection directe contient un seul constituant, le virus 

classique, de mobilit6 I I .  lO -5 cm2/volt × sec. Les solutions provenant de plantes ayant  
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Fig. i. Zones de pr6cip i ta t ion  provoqu6es  par  la diffusion du VMT et de ses an t ig6nes  dans  de l ' an t i -  
s6 rum g61os4. Les fl6ches i nd iquen t  la posi t ion du s o m m e t  du m6nisque  f o r m a n t  la l imite en t re  
l ' an t i s6 rum et la solut ion d 'an t ig6nes .  Tubes  de gauche :  v i rus  p r o v e n a n t  de feuilles infect6es directe- 
men t .  Tubes  de droite : v i rus  et  an t ig6nes  associ6s p r o v e n a n t  de feuilles a y a n t  d6velopp6 une infect ion 

sys t4mique .  

subi une infection syst6mique en contiennent au contraire trois: le virus pr6sentant la 
mobilit6 indiqu6e ci-dessus, et deux constitnants suppl6mentaires respectivement de 
mobilit6s io.3.1o -s et 5 .9 . io  s cm2/volt x sec. 

Les r6sultats obtenus par 61ectrophor6se confirment avec la plus grande nettet6 
ceux obtenus par la technique immunologique de OUDIN. Dans certaines conditions, la 
plante de tabac contient donc, outre le virus, 
deux constituants anormaux apparaissant dans 
la m~me fraction que le virus lorsque celui-ci 
est purifi6 par la m6thode de COMMONER. Comme 
ces constituants sont absents dans le cas d'infec- 
tions directes et prfsents dans le cas d'infections 
syst6miques, alors que la technique de pr6para- 
tion de la fraction 6tudi6e est toujours la m~me, 
nous pouvons en conclure que nos deux antig6nes 
suppl6mentaires ne peuvent ~tre de simples arte- 
facts. Leur nature, les conditions de leur appari- 
tion et leur r61e mfri tent  donc d'etre 6tudi6s. 

Pr@aration en masse des antig~nes solubles 

La rapidi% avec laquelle les antigOnes solu- 
bles de la plante en infection syst6mique p6n~- 
trent dans les gels d 'agar pour s 'y  combiner avee 
l 'anticorps eorrespondant, oppos6e h la migration 
quasiment nulle qu 'y effectue le virus lui-m~me~ 
sugg~re que les antig+nes solubles ont un coeffi- 
cient de diffusion notablement plus grand et par 
cons6quent une taille beaueoup plus petite que 
le virus. La centrifugation diff6rentielle parais- 
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Fig. 2, D6p lacemen t s  dans  l ' an t i sd rum 
g~los6 des f ronts  de pr6cip i ta t ion  corre- 
s p o n d a n t :  (a) au virus,  (b) X l ' an t ig6ne  
faible vi tesse de migra t ion ,  (c) ~ l ' an t ig~ne 

grande  vitesse de migra t ion .  (a: ex t ra i t  
de feuilles infectSes d i rec tement ;  b et c: 
ex t ra i t  de fenilles en infect ion sys t~mique) .  
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'iii ~ 

Fig. 3. Diagrammes d'61ectrophor~se de la fraction des 
prot6ines isol6e ~ pH 3.4: A, ~ partir de feuilles infect6es 
directement ; B, ~ partir de feuilles ayant subi une infection 
syst6mique (les fl~ches indiquent le sens de la migration). 

sait donc devoir 6tre une bonne 
m6thode de s6paration des anti- 
g~nes et du virus. 

Les feuilles jeunes de plantes 
manifestant une infection syst6- 
mique depuis deux mois sont 
conserv6es ~ basse temp6rature 
(--30 ° C), rapidement d6congeldes 
et dispersdes m6caniquement dans 
deux fois leur poids de solution 
de CI~AMBERS (2 minutes k o ° C). 
La suspension obtenue est pass6e 
au travers de soie ~ bluter k mail- 
les serr6es et centrifug6e k io,ooo 
r.p.m, pendant IO minutes pour 
en eliminer les plastes et les gros- 
ses particules. Cette solution de 
d6part est alors centrifug6e pen- 
dant des temps variables k 28,000 

r.p.m, et 4o,ooo r.p.m. Chacun des liquides surnageants obtenus est appliqu6 sur les 5 
plus jeunes feuilles de 6 plantes de Nicotiana glutinosa, et le nombre des 16sions locales 
produites est rapport6 ~ l'unit6 de surface de feuiUe. Simultan6ment sont appliqu6es, sur 
des lots de feuilles semblables, une s6rie de dilutions de la solution de d6part. Le hombre 
de 16sions obtenues pour chaque dilution est port6 sur un graphique de r6f6rence semi- 
logarithmique. Pour d6terminer la proportion de parficules de virus encore pr6sentes 
en solution apr~s les diverses centrifugations, il suffira donc de chercher, ~ l'aide de ce 
graphique, la dilution pour laque!le le m6me hombre de taches de n6crose est observ6. 
Le r6sultat obtenu est qu'une centrifugation ~ 28,000 r.p.m, d'une heure r6duit le hombre 
de particules infectieuses ~ 1.2 % de sa valeur initiale, une centrifugation k 40,000 r.p.m. 
d'une heure k 0.03 % ou moins. 

Par~ll~lement ~ ces mesures d'infectivit6, on d6termine la teneur en azote prot6ique 
du pr6cipit6 obtenu par l 'adjonction d'un 16ger exc~s d'antis6rum ~ un volume connu du 
liquide surnageant de chaque centrifugation. La r6duction de la quantit6 d'antig~ne 
ayant les caract~res immunologiques du VMT n'est nullement proportionnelle ~ la 
r6duction du hombre des particules infectieuses. Une centrifugation k 28,000 r.p.m, la 
r6duit en effet k 22% approximativement de sa valeur initiale, et une centrifugation 

40,000 r.p.m, k I8% de cette m~me valeur, alors que les chiffres correspondants pour 
le nombre de particules infectieuses sont respectivement 1.2 et 0.o3%. 

Pratiquement, les antig~nes restant dans le liquide surnageant apr~s une centrifuga- 
tion d'une heure k 28,000 r.p.m, sont tr~s peu infectieux ; ceux, presque aussi abondants, 
obtenus apr~s une heure de centrifugation ~ 40,0o0 r.p.m, ne le sont plus du tout. 

Le mat6riel ainsi s6par6 pent doric servir de point de d6part ~ un essai de purifica- 
tion d'antig~nes d6pourvus d'infectivit6. 

L'op6ration effectu6e est la suivante. Apr~s que la fraction pr6cipitable ~ pH 4.7, 
d6pourvue de toute propri6t6 immunologique la rapprochant du VMT, ait 6t6 61iminee, 
la fraction pr6cipit6e ~ pH 3.4 est recueillie et redissoute k pH 7. Apr~s trois cycles de 
pr6cipitations semblables, le pr6cipit6 obtenu k pH 4.7 devient insignifiant et le pr6cipit6 
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Fig. 4. Antig6nes non infectieux "cristallis6s" ~ pH 3 . 4 - -  Stade de la purification o/1 de petites 
quantit6s d'impuret6s donnant un pr6cipit~ amorphe sont encore pr6sentes. M.E. gross. 16,ooo fois. 

final ~ pH 3.4 est examin6 au microscope ~ fond noir. Lorsqu'il esr form~ exclusivement 
de fines aiguilles d'aspect identique k celles form6es par le virus au m~me pH (Fig. 4), 
la purification est jug6e suffisante. La quantit6 de substance recueillie repr6sente 20% 
environ du poids du virus contenu dans le m~me volume d'extrait  initial. 

Une m6thode de pr@aration de la m~me fraction fournissant des quantit6s de 
produits plus grandes consiste ~ prendre comme point de d6part, non pas un extrait 
dilu6 de plantes infect6es comme cidessus, mais une solution ~ 1% de l 'ensemble des 
constituants isol6s pal la technique de COMMONER, modifi6e comme nous l 'avons indiqu6 
pr~c6demment. De grandes quantit6s de eette fraction complexe, contenant ~ la lois le 
virus et ses antig~nes, peuvent ~tre pr6par6es rapidement si l 'on remplace au cours de 
la pr6paration la centrifugeuse ordinaire par une centrifugeuse Sharpies. La solution 
I ~o du produit obtenu est soumise au m~me traitement que celui indiqu6 ci-dessus pour 
l 'extrait  de plante. Signalons toutefois que le produit final est un peu moins satisfaisant 
que celui donn6 par la premiere m6thode. Les cristaux en aiguilles r6colt6s se montrent  
en effet toujours accompagn6s de petites quantit6s d'un pr6cipit6 granuleux que nous 
n 'avons pu 61iminer. 

Examen des propridt~s des antig~nes solubles isol~s 

Identification par ~lectrophor~se - -  Caract~ms immunologiques - -  Tests d'in]ectivitd 

L'examen par 61ectrophor~se montre que la techinique de s6paration du virus et de 
ses antig~nes est efficace. La solution d'antig~nes obtenue ne contient en effet plus que 
les constituants de mobilit~s lO. 3. IO 5 et 5.9" lO-5 cm2/volt × sec (Fig. 5). I1 est facile 
de montrer  que le constituant le plus rapide est bien diff6rent du virus de mobilit6 tr~s 
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voisine ( I I . IO  -5 cm 2 volt x see). En effet, si nous ajoutons ~t la solution d'antigbnes 
purifi6s du virus provenant de feuilles en infection directe, les trois constituants d6crits 
au d6but de ee travail manifestent leur pr6sence (Fig. 5). 

La pr6sence dans la solution d'antig~nes purifi~s de deux constituants immunologi- 
quement distincts peut d 'autre part  fitre d6montr6e par la technique de Oudin, denx 
fronts de pr&ipitation apparaissant dans le gel d 'agar contenant ?antis&um. 

Enfin l'absence de virus infectieux dans la pr@aration d'antig~nes peut ~tre con- 
tr61fe par l 'application de solutions sur Nicotiana glutinosa. Le nombre de taches de 
n&rose ainsi provoqu&s est en effet 2,ooo fois plus petit que le hombre de taches qui 
r~sulterait d'une application de virus ~ la mSme concentration. 

L 'examen 61ectrophor&ique indique ~ lui seul que la solution 6tudi6e ne contient 
pas de prot6ines normales en quantit6s appr&iables. Cette conclusion peut fitre confirm& 

Fig. 5- Diagrammes d'61ectrophor~ses (A) de la solution d 'ant ig~nes purifi~s, (B) de cet te  m6me 
solution /~ laquelle a 6t6 ajout6 du VMT provenan t  de Ieuilles infectdes directement .  

comme suit. Des solutions de m~me concentration d'antig~nes et de virus sont trait6es 
par un m~me volume d'antis&um, choisi de mani~re ~ ee que l 'anticorps soit pr6sent en 
execs dans les deux cas. La quantit6 d'anticorps non utilis6e est alors d&ermin6e par 
l 'adjonction d 'un exc~s de virus et le dosage du N prot6ique du pr&ipit& Cette exp6- 
rience simple permet de constater que les antig~nes 6tudi6s fixent une quantit6 d'anti- 
corps 16g~rement supfirieure ~ celle fix& par le m~me poids de virus. Les antig~nes et le 
virus sont done immunologiquement proches et il est peu probable que la pr6paration 
d'antig~nes contienne beaucoup de mat6riel normal, immunologiquement inactif. 

D'autre part,  on constate que de l 'antis6rum trait6 par un execs de la solution 
d'antig~nes donne encore un 16ger pr6cipit6 avec le VMT. Si la similitude s6rologique 
des antig~nes et du virus est grande, nous ne pouvons done la consid6rer comme parfaite, 
an moins en ce qui concerne l 'un des constituants de la solution d'a,ntig~nes &udi&. 
Qu'il en soit bien ainsi est d'ailleurs d6montr6 par l 'apparition de deux fronts de pr6cipita- 
tion lors de la diffusion des antig~nes dans l 'ant is&um g61os6, l 'un de ces fronts au moins 
correspondant ~ une prot6ine immunologiquement distincte du virus, 

Constitution chimique 

Nous nous sommes limit~s ~ la recherche de l'acide ribonucl~ique par extraction 
l'aide d'aeide perchtorique lO% ~ 2 ° C, suivie d'une 6tude spectrophotom&rique de 
l 'extrait.  La m~thode est appliqu6e simultan6ment ~ du virus et au m~lange des deux 
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antig~nes non infectieux isol6s. Comme le montre le graphique ci-contre (Fig. 6), le 
spectre d'absorption de l 'extrait perchlorique du virus est caract6ristique de l'acide 
ribonucl6.ique, ou plus exactement du m61ange de nucl6otides pyrimidiques et de purines 
r6sultant de sa d6gradation par l'acide perchlorique. Une 16g~re d6formation du spectre 
t6moigne de la pr6sence d'impuret6s, mais celles-ci sont assez peu abondantes pour que 

~0 le maximum d'absorption observ~ puisse nous 

0.6 

0.4, 

Q 

01 l , I ~ I 
240 260 280 300 

Longueur d'onde ~m,u~ 

Fig. 6. Spectres d 'absorpt ion d 'extrai ts  
perchloriques de m~mes poids (A) de VMT 

et (B) d'antig~nes non infectieux. 

permettre d'6valuer & 5 % du poids sec environ 
la teneur du virus en acide ribonucl6ique. Le 
spectre d'absorption donnfi par l 'extrait per- 
chlorique d'un m~me poids d'antig~nes semble 
indiquer k premiere vue que les antig~nes non 
infectieux sont d@ourvus d'acide ribonucl6ique. 
Une 16g~re d6formation du spectre dans la r6gion 
du maximum d'absorption de l'acide ribonu- 
cl4ique pourrait cependant traduire la pr6sence 
de traces de cette substance. A titre d'indication, 
signalons que l 'extrait perchlorique d'ovalbumine 
contenant o.1% du poids sec d'acide ribonu- 
cl~ique pr6senterait un spectre assez analogue. 

Un essai de dosage de l'acide ribonucl6ique 
des antig~nes par la m6thode k l'orcine fait 
apparaitre une tr~s l~g~re coloration, mais le 
spectre d'absorption de la solution color6e est 
consid6rablement d6form6 par les r6actions don- 
n6es par des impuret6s. Le m~me essai, pratiqu~ 
sur le virus, fournit une r6action tr~s franche, 
spectre d'absorption caract6ristique et utilisable 
pour le dosage. 

Des tentatives analogues de mise en 6vidence 
de traces d'acide ribonucl6ique dans les solutions d'antig~nes ont 6t6 effectu6es sur des 
pr6cipit6s des antig~nes par un antis6rum dans l'espoir que seraient ainsi 6limin6es 
certaines impuret6s g~nantes. Les r6sultats obtenus ont 6t6 cependant les m~mes. 

Nous concluerons donc que nos solutions d'antig~nes purifi6s 6talent exemptes 
d'acide ribonucl6ique ou n'en contenaient que des traces. 

D i m e n s i o n s  - -  E ta t s  d' agrdgation 

Les solutions d'antig~nes purifi6s, ~t pH 7 et ~ la concentration de o.15 %, montrent 
lors d'une centrifugation d'analyse un seul constituant nettement visible, de vitesse 
de s6dimentation tr~s voisine de celle du virus. Une centrifugation d'une heure k l'aide 
de la centrifugeuse Spinco pr@arative tournant ~t 28,0o0 r.p.m, s@are un culot impor- 
tant, et la concentration dans le liquide s'abaisse k 0.03%. La plus grande pattie du 
mat6riel purifi6 est donc constitu6e de particules de grandes dimensions. Ces particules 
sont de forme allong6e puisque, 5 concentrations 6gales, les solutions d'antig~nes 
purifi6s et les solutions de virus montrent une bir~fringence de flux tr~s comparable 
lorsqu'on les fait s'6couler par une fente 6troite entre deux lames de polaroide conven- 
ablement orient6es. L'examen au microscope 61ectronique confirme cette conclusion en 
montrant en m~me temps l'extr~me h6t6rog6n6it6 de ces particules (Fig. 7). Un grand 
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nombre d'entre elles montrent  les dimensions des particules classiques du virus (28o m~), 
mais il en existe beaucoup qui, tout en dtant de m~me largeur, sont de longueurs variant 
entre I3o m/x et 35 m/z. De plus, le fond de la prdparation est granuleux et fait soup- 
~onner la prdsence de particules plus petites encore, bien quill soit difficile de les distinguer 
d 'artefacts d'aspect comparable. 

L'existence de ces particules de grandes dimensions dans les solutions d'antig~nes 
purifi~s parait  en contradiction avec le fair que les antig~nes non infectieux se sdparent 
si aisdment des particules de virus par centrifugation diffdrentielle des extraits de 
plantes, et se retrouvent en abondance dans le liquide surnageant de centrifugation de 
ces extraits obtenu ~ 4o,ooo r.p.m, apr~s une heure et m~me apr~s plusieurs heures. 
L'explication la plus simple de cette apparente contradiction est que ces particules sont 
formdes, au cours de la purification, par l 'agrdgation de particules plus petites. 

Fig. 7. Antigbnes non infectieux purifids. M.E. gross. 47,ooo lois. 

Une d6monstration directe de la facilit6 avec laquelle une pareille agrdgation se 
produit rdsulte de l 'observation suivante. Le liquide surnageant provenant d'une 
centrifugation ~ 28,00o r.p.m, d'une solution concentr6e d'antig~nes purifids contient 
encore 0.03% de protdines. Examind au microscope dlectronique, il se montre exempt 
de toute particule qui aurait les dimensions d'une particule de virus ou d'un fragment 
de particule de mfime largeur que celle-ci. Mais il suffit qu'il soit soumis k une cong61ation 
momentande, pour que d'innombrables particules, plus courtes que ceUes du virus, mais 
de mfime largeur, y apparaissent. 

Ces observations nous montrent  combien les protdines constituant les antig~nes 
solubles sont proches par leur structure des protdines du virus. Le fait qu'elles s'agr~gent 
aussi ais6ment en particules allongdes nous aide de plus k comprendre qu'elles puissent 
donner naissance k pH 3.4 a des cristaux en aiguilles de forme comparable ~ ceux du 
virus lui-m~me. 

D'autre  part,  cette agrdgation des particules d'antig~nes au conrs de la purification 
nous oblige k tenter d'6valuer leurs dimensions en dtudiant leur vitesse de sddimentation 
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au sein de l 'extrait initial. Les difficult6s de semblable 6tude sont bien connues et 
MARKHAM a r6cemment contribu6 ~ nous les faire comprendre clairement n. A titre de 
simple indication, nous rdsumerons cependant nos essais darts cette voie. 

Des extraits de plantes infect6es sont d6barrass6s des particules de virus par une 
centrifugation pr6alable ~ 40,000 r.p.m. Ces extraits sont ensuite soumis ~t des centrifuga- 
tions de dur6es variables k la mfime vitesse. Les liquides surnageants, s6par6s tr~s 
ais6ment des culots ~ cause de l'extrSme coh6rence de ceux-ci, sont trait6s par un 16get 
exc~s d'antis6rum, et l'azote des pr6cipit6s obtenus est dos6. On constatera ainsi, par 
exemple, qu'un aliquot du liquide surnageant obtenu apr~s une heure de centrifugation 
fournit un pr6cipit6 contenant 9 ° ~, de N, alors que le mSme aliquot en fournit un 
contenant 50 ~, apr~s 4 heures de centrifugation. Rappelons, ~ titre de comparaison, 
qu'une centrifugation de 30 minutes, ~ 28,000 r.p.m, seulement, suffit ~ la sfdimentation 
de la quasi totalit6 des particules du virus. 

Un calcul has6 sur des donnfes semblables et fait darts l'hypoth~se d'une absence 
totale de ph6nom~nes de convection permettrait  d 'attribuer aux particules d'antigSnes 
un diamfitre de 12 m~, ~ supposer qu'elles soient sphdriques et d'une densit6 tr~s proche 
de celle du virus. Que la m6thode suivie puisse conduire k des valeurs approch6es de la 
constante de s6dimentation a 6t6 contr616 par des exp6riences effectu6es dans le m~me 
milieu de suspension et k la m~me concentration sur des particules de virus pour lesquelles 
cette constante est bien connue. Cependant nous ne voulons tirer de la valeur obtenue 
que la preuve de la tr~s faible dimension des particules d'antigSne compar6e ~ celle du 
virus (15 × 27 ° m~). Notons enfin que la d6monstration, donn6e par 61ectrophor~se 
et immunologiquement, de l'hdt6rog6n6it6 de nos pr6parations d'antig&nes nous oblige 

consid6rer que les particules 6tudi6es pourraient appartenir ~ deux cat6gories de 
tailles diff6rentes. 

Une tout autre m~thode, bas6e sur l'6tude de la vitesse de ddplacement des z6nes 
de pr6cipitations donn6es par un antigone dans des gets d'agar contenant de t'antis6rum, 
semble pouvoir nous fournir Ulle confirmation de l'id6e que les particules d'antig~nes 
sont beaucoup plus petites que celles du virus. BECKER ET MUNOZ 12 ont publi6 un travail 
pr61iminaire ~ ce sujet. 

Soit DI: constante de diffusion de l'antigSne 
D2: constante de diffusion de l'anticorps 
x(t): d6placement du plan de pr6cipitation depuis sa position initiale, apr~s un 

temps t 
C: rapport des concentrations de l'antig~ne et de l'anticorps utilis6s pour faire 

l'exp6rience de diffusion, divis6 par le rapport des m~mes concentrations dans 
le pr6cipit6 immunologique 

x~(t) 
R - -  

t 

D 1 -- - -  (I) 
4 dlogl0C 

qui est valable lorsque C est grand et l'influence de la diffusion de l'anticorps n6gligeable. 
Comme aucune de ces deux conditions ne semblait parfaitement remplie dans nos 
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exp6riences, nous avons 6tendu la th6orie de mani6re h obtenir une formule valable pour 
toute valeur de C et de D 2. Pour eela nous avons rfsolu exactement les 6quations de 
diffusion de l'antig~ne et de t'anticorps en supposant le cylindre d'agar infiniment long 
et la concentration de l'antig~ne ~ la surface sup6rieure de l'agar constante pendant 
toute l'exp6rience. La solution du probl6me peut ~tre mise sous la forme 

C* -- -- fl 

R 
0.5 2 8 18 32 cO 

D2 

f2 2.28 1.53 1.19 I.IO I.O5 I 

Comme le montre la formule (2), nous pouvons tenir compte de la diffusion de 
l'anticorps en divisant C par une fonction f2 de R et D v n e s t  donc n6cessaire de con- 
naltre la constante de diffusion Dx de l'anticorps pour pouvoir appliquer cette correction. 
Nous aurons alors 

o.4343 dR 
D1 = A dlOglo C, (3) 

Cette formule nous permet de calculer D 1 ~ partir des r6sultats d'une sfrie d'ex- 
pfiriences faites avec des valeurs difffirentes de C*, en utilisant la valeur de A qui 
correspond ~ dlog R/dlog C* obtenu ~t l'aide des m6mes r6sultats exp6rimentaux. En 
appliquant cette m6thode de calcul aux r6sultats d'une exp6rience dans laquelle une 
m~me concentration d'antig~ne est utilis6e, ]a concentration d'anticorps 6tant modifife 

T A B L E A U  I 

C* R d (R/Dx) d log R 
D~ A = - -  d logeC* d log C* 

1.41 2 1.48 0.74 
4 '07  4 2.28 0.57 

17. 7 8 3.07 o.38 
60.8 12 3.38 0.28 

339 1S d.~,, o 2,~ 
T755 24 3.69 o.15 

I5,OOO 32 3.76 o.12 
cO cO 4 o 

par la dilution de l'antis6rum avec du s~rum normal (Tableau II), nous avons obtenu 
D ~  O. I5 . io  -e cm ~ sec -1 comme constante de diffusion de l'antig~ne se d6pla~ant ]e 
plus rapidement dans l 'agar (nous avons suppos6 D,  = o.4.1o -6 cm * sec-a). Ce qui 
correspondrait h une masse mol6culaire de l'ordre de 3,ooo,ooo si les particules consid~r6es 
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sont sph6riques. I1 s'agit encore une fois d'une valeur tr6s approximative. Remarquons 
de plus que les conditions de l'exp6rience n'excluent nullement que tes particules 
6tudi6es r6sultent de l'agr6gation de particules plus petites. 

T A B L E A U  I I  

Distances parcourues par le front de prdcipitation en mm 
Durde de la 
dil~usion cone. sol. conc. sol. cone. sol. 

anticorps z anticorps 0. 5 anticorps 0.25 

9 h, 3 ° rain 

3 ° h 

77 h 

124 h 

2,83 3.33 
2,67 3.50 
2.50 3.5 ° 

5.oo 6.33 7.5 ° 
5.oo 6.33 8.50 
5.33 6.33 7.5 ° 

8.33 lO.17 11.83 
8.67 lO.33 11.83 
8.67 lO.33 12.oo 

I I . I  7 13.50 16.OO 
11.83 13.17 16.I 7 
I I  .oo 12.5o 14.oo 

DISCUSSION 

Depnis ]a parution des notes pr61iminaires 2, 3, 7 dont ce travail est le d6veloppement, 
divers auteurs ont 6tudi~ les antig~nes solubles du virus de la mosaique du tabac. Les 
r6sultats r6cents de COMMONER et de ses collaborateurs e se superposent sur beaucoup de 
points aux n6tres et ont 6t6 obtenus d'ailleurs par les m~mes m6thodes. Une confirmation 
plus frappante de nos r6sultats peut ~tre trouv6e darts les travaux publi6s parTAKAHASHI 
ET ISHII 5. Ces travaux reposent en effet sur l'emploi d'une technique d'isolement des 
antig~nes solubles enti~rement diff6rente, n nous parait infiniment probable que les 
trois groupes de chercheurs se sont trouv6s en pr6sence du m~me mat6riel prot6ique. 

Cependant les conditions oh les antig~nes solubles sont pr6sents different nettement 
snivant les t ravaux consid6r6s. 

Suivant  TAKAHASHI s, les antig~nes solubles peuvent ~tre d6tect6s dans des feuilles, 
ayant subi une infection directe, 3 ]ours apr~s l'infection; leur quamtit6 s'accrolt jusqu'au 
7 e ]our, puis reste constante. 

Suivant COMMONER e, flS sont abondants dams les feuilles ayant  subi une infection 
syst6mique. En infection directe, ils apparaissent 9 ]ours apr6s l'infection seulement, 
c'est k dire bien apr~s le virus lui-m~me et continuent ~t croitre en quamtit6 jusqu'~ un 
moment oh la vitesse de croissance du virus a d6jk beaucoup diminu6. 

Ainsi que nous l'avons signal6 ant6rieurement, nous les avons trouv6s uniquement 
dans des plamtes ayant subi une infection syst6mique depuis 2 ou 3 mois. Malgr6 une 
recherche attentive, les feuilles infect6es directement, laiss6es en place ou cultiv6es sur 
liquide physiologique, ne nous en ont jamais r6v616 la moindre trace. 

La discordance entre les r6sultats de TAKAHASHI et ceux de COMMONER pourraient 
s'expliquer par les conditions d'extraction et de purification trhs diff6rentes utilis6es par 
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ces auteurs; ce qui s6pare nos r6sultats de ceux de COI~MONER 6chappe k pareille explica- 
tion puisque dans ces deux cas des m6thodes de dftection entihrement semblables ont 
6t6 utilis6es. Force est donc de conclure que la pr6sence ou l'absence des antig6nes 
solubles est sans lien n6cessaire avec le seul dfveloppement du virus, mais d6pend 
6galement de l'6tat physiologique des plantes. Nous devrons tenir compte de cette 
constatation si nous essayons d'imaginer le r61e des antig6nes solubles ou les causes qui 
les font apparaitre. 

Discuter ce probl6me exige que nous examinions ce qu'a r6v616 le virus de la mosaique 
du tabac ~t la lumi6re de tout ce que d'autres virus ont jusqu'& pr6sent montr6 d'analogue. 

Remarquons d'abord que la pr6sence dans une plante de navet ou de chou chinois 
infect6e par un autre virus de v6gftaux, le "turnip yellow mosaic virus", de prot6ines 
de m4me caractfristique immunologique que ]e virus, mais non infectieuses et d6- 
pourvues d'ARN a dfj~ 6t6 signal6e et comment6e g plusieurs reprises par MARKHAM 1,11. 
Nous avons retrouv4 cette prot6ine au cours de nombreuses experiences et profit6 des 
facilit6s particuli~res offertes par ce materiel pour 6tudier la vitesse d'incorporation 
d'acides amines marqu6s par le 14C dans le virus et l'antig&ne non infectieux croissant 
c6te g c6te dans une mSme feuille TM. Apr&s des temps d'incorporation tr~s courts par 
rapport au temps de g6n6ration du virus, la radioactivit6 acquise par l'antig&ne s'est 
montr6e plusieurs fois sup6rieure ~ celle acquise par le virus. La conclusion ~t tirer de ce 
r6sultat nous parait ~tre que l'antig~ne non infectieux ne peut 8tre un produit de d6grada- 
tion du virus, par perte du ARN notaznment, puisque s'il en 6tait ainsi, sa radioactivit6 
sp6cifique devrait ~tre plus petite que celle du virus. D'autre part, la radioactivit6 plus 
grande de l'antig~ne non infectieux cadre avec l'hypoth~se qu'il pourrait ~tre un pr~cur- 
seur du virus, sans en fournir toutefois la d6monstration. 

Si des faits de ce genre peuvent 8tre 4galement recueillis dans le cas des antig6nes 
non infectieux du VMT et prennent ainsi un caract~re g4n6ral, nous serions, semble-t-il, 
amends ~ conclure que la portion prot6ique des virus v6g6tanx est synth6tis6e s6par6ment 
de la portion nucl6ique, et que les deux constituants du virus ne se trouvent r6unis 
qu'au moment off les particules, ayant  achev6 leur 6volution, deviennent infectieuses. 
Une pareille representation des fairs pourrait encore 8tre pr6cis6e si nous adoptions 
l'id6e r6cemment expfim6e par WATSON 14 que la particule du virus de la mosaique du 
tabac est le r6sultat de la cfistallisation de petites unit6s prot6iques d'un poids mol6cu- 
laire de 35,000 en une spirale entourant un axe occup6 par l'acide ribonucl6ique. Rappe- 
lons que, suivant MARKHAM n, l'acide ribonucl6ique du turnip yellow mosaic virus est de 
m~me enferm6 dans une enveloppe prot6ique. Semblable image ferait des antigSnes 
solubles du virus de la mosaique du tabac les unit6s prot6iques postul6es par WATSON. 
Nous avons vu d'ailleurs avec quelle facilit6 elles s'agr~gent en particules allong6es 
ayant l'allure des particules du virus. Notons de plus qu'un des antig&nes solub]es 
d6pourvus d'ARN poss~de une mobilit6 6lectrophor6tique tr&s voisine de celle du virus, 
ce qui fait supposer que l'acide ribonucl6ique du virus n'est pas dispos6 ~ sa surface. 

I1 est & peine n6cessaire de faire remarquer combien cette conception nous rapproche 
de celle actuellement en faveur dans le cas des bact6riophages. L~. 6galement, des 
particules prot6iques d6pourvues d'acide nucl6ique semblent 8tre synth6tis6es et 
n'acqu6rir leur infectivit4 que par l 'union de ce constituant prot6ique avec l'acide 
d6soxyribonucl6ique sp6cifique venu se disposer ~ l'int6rieur de la gaine prot~ique 15. 

Mais consid6rer les antig~nes solubles comme des pr6curseurs du virus rend difficile 
de comprendre qu'ils apparaissent dans la feuille infect6e apr&s celui-ci et s'accumulent 
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dans des feuilles en infection syst6mique tr~s avanc6e. Une hypoth~se suppl6mentaire  
est n6cessaire : au d6but  du d6veloppement  du virus, la synth~se de la port ion prot6ique 
et celle de la por t ion nucl6ique se d6roulent harmonieusement  et les deux pr6curseurs 
s 'unissent  au fur et ~ mesure de leur format ion;  lorsque le m6tabolisme de la cellule h6te 
s'alt~re du fair de l ' accumula t ion  du virus, la synth~se de la port ion prot6ique l ' emporte  
sur celle de la por t ion nucl6ique et l ' accumula t ion  de prot6ines non  infectieuses se 
manifeste.  

Une  derni~re quest ion m6rite un  examen rapide. Ainsi que toutes les recherches 
por tan t  sur les antig~nes solubles du VMT le mont ren t ,  ceux-ci sont au nombre  de deux, 
peut-~tre m~me de trois. La sp6cificit6 immunologique de l ' un  d 'en t re  eux au moins 
est ne t t emen t  dist incte de celle du virus, comme le montre  l '6tude des figures de 
pr6cipitat ion obtenues en gel d'agar.  Cette multiplicit6 des antig~nes solubles pourrai t  
s 'expliquer dans le cadre de l'hypoth&se pr6sent6e ci-dessus par  le fait que la synth~se 
du cons t i tuan t  prot6ique du virus comporte plusieurs 6tapes au conrs desquelles des 
remaniements  de sa s t ructure  s 'op~rent,  ou encore par l 'existence au sein d ' une  m~me 
particule de virus de plusieurs prot6ines. Rien ne nous permet ~ l 'heure actuelle de 
choisir entre ces deux interpr6tat ions.  

REMERCIEMENTS 

Diverses personnes nous ont  apport6 une aide g6n6reuse au cours de ce t ravai l :  
M, F. C. BAWDEN en nous fournissant  une souche de virus, M. M. FLORKIN, M. J. WIAME 
et plus part icul i~rement  leurs collaborateurs M. CH. GRI~GOIRE et Madame BOUILLON 
dans l 'ex6cution de photographies au microscope 61ectronique ,M. V. DESREUX lors d 'une  
6tude k l 'u l t racentr i fugeuse d 'analyse.  Nous adressons ~ toutes nos plus sinc~res remercie- 
ments .  Signalons enfin que le calcul de la constante  de diffusion des antig~nes d'apr~s 
les donn6es fournies par  des exp6riences de pr6cipitat ion en gels d 'agar  enfermant  de 
l ' an t i s6rum a 6t6 con~u par M. J. JEENER qui nous a ainsi apport6 une collaboration 
dont  nous lui savons beaucoup de gr6. 

RP.SUM~ 

Les plantes de tabac dans lesquelles s'est d6vellopp6e une infection syst6mique due au virus de 
la mosa~que contiennent deux prot6ines immunologiquement proches du virus, non infectieuses 
et d6pourvues d'acide ribonucMique. Ces deux prot6ines different entre elles et different du virus 
par leur mobilit6 61ectrophor6tique. De tr~s petites dimensions, elles s'agr~gent ais~ment en particules 
de mSme forme que celles du virus et, 5. pH 3.4, en fines aiguilles analogues aux "cristaux" du virus. 
Ces deux prot6ines sont enti~rement absentes darts les feuilles or1 du virus s'est d~velopp6 A la suite 
d'une infection directe. Une hypoth~se sur leur r61e darts la multiplication du virus et les conditions 
de leur apparition est formulae. 

SUMMARY 

Tobacco plants on which a systemic infection due to TMV has developed contains two non- 
infectious proteins, immunologically related to the virus but without I~NA. The electrophoretic 
mobilities of these two proteins and of the virus are all  three different. These proteins are of very 
small dimensions, are easily aggregated in particles of similar shape as the virus and appear as fine 
needles, like the virus "crystals", at pH 3.4. They have never been found in leaves where the virus 
has developed as a consequence of direct infection. A hypothesis on their role in virus multiplication 
and the conditions of their occurrence has been formulated. 
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Z U S A M M E N F A S S U N G  

Tabakpf l anzen ,  bei denen  sich eine "System-Infektion" gegen TMV entwickel t  ha t ,  e n t h a l t e n  
zwei n i ch t  infekt i6se  Prote ine ,  die i m m u n o l o g i s c h  mi t  dem TM-Virus  v e r w a n d t  sind, aber  keine 
R N A  en tha l t en .  Die e lek t rophore t i sche  Bewegl ichkei t  dieser beiden Prote ine  s ind un t e r e inande r  und  
yon  der des Virus  se lbs t  verschieden.  Die Par t ike l  beider  Pro te ine  s ind sehr  klein, aggregieren  aber  
le icht  zu Pa r t ike ln  von  einer  dem Vi ru s / i hn l i chen  Ges ta l t  und  erscheinen  bei p H  3.4 als feine Nade ln  
i ihnlich den  Virus  " K r i s t a l l e n " .  I n  Bl~ittern, in denen  sictl als Folge einer d i rek ten  (lokalen) In fek t ion  
das  TMV entwicke l t  ha t ,  wu rden  die beiden Prote ine  nie gefunden,  Es  wird eine H y p o t h e s e  tiber 
ihre Rolle in der Virus-IVtultiplikation gegeben und  die B e d i n g u n g e n  ihres Auf t r e t ens  z u s a m m e n -  
gefass t .  
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