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L’Union Internationale des Sociétés de Microbiologie (IUMS) organise tous les trois ans les congres
internationaux de mycologie, bactériologie et virologie. Depuis 2002, ces trois congrés sont organisés
simultanément au méme endroit. La 13° édition du Congrés International de Virologie (ICV) s’est donc
tenue du 23 au 28 juillet 2005 a San Francisco (Etats-Unis) conjointement avec les congrés de
mycologie et de bactériologie. Elle a rassemblé une partie importante de la communauté des
virologues, toutes disciplines confondues (virologie clinique, animale et végétale) et a permis de faire
le point sur les derniéres avancées en virologie. L’intérét principal de ce congres est de donner acces
aux résultats les plus récents bien avant leur publication. Il constitue également un moyen de faire
connaitre les activités conduites au CIRAD en virologie auprés d'une audience internationale de
grande qualité et une occasion unique de rencontrer des collégues étrangers afin d’échanger avec
eux des informations et d’établir des collaborations.

Au cours de ce congres, les résultats des recherches conduites au CIRAD en virologie sur bananier et
plantain ont été présentées sous la forme de 3 communications orales et 2 affiches, dont les résumés
figurent en fin de document.

Contrairement aux éditions précédentes, au cours desquelles de grandes tendances souvent liées a
des avancées technologiques importantes (clones infectieux, plantes transgéniques, silencing)
s'étaient dégagées, cette 13° édition n’a pas dégagé d’axe majeur.

1. Informations générales

e Un nouveau journal permettant la publication en ligne d’articles de virologie a été lancé par
BioMed Central. Ce journal permet un libre accés aux articles (pas d’abonnement payant) et
la publication gratuite d’articles. Pour plus d’'informations, consulter le site du journal :
http://www.virologyj.com/

e Un site web de ressources bio-informatiques dédié spécifiquement a la virologie a été lancé
conjointement par les universités de Birmingham (USA) et de Victoria (Canada). Il est tres
orienté vers les problémes de bio terrorisme.
http://www.biovirus.org/

e La derniere édition de la classification des virus est disponible. Pour plus de détail, voir le site
de I'éditeur (Elsevier) : http://www.books.elsevier.com/microbio/
Prix catalogue : 200 US$ !




2. Résumé des principales communications

2.1. Sessions pléniéeres

La session inaugurale a été donnée par David Baltimore, qui est sans doute le virologue le plus
connu, et un des trés rares a avoir recu le Prix Nobel (en 1975) pour ses travaux sur les rétrovirus et
leurs relations avec les processus tumoraux. Il a, depuis, occupé des fonctions prestigieuses et a été
le principal artisan de la mise sur pied des grands programmes de recherche américains sur le HIV. I
a dressé un tableau sombre et réaliste de la situation mondiale face a la pandémie de HIV (50 millions
de personnes infectées, 2.6 millions de morts par an, 5.6 millions de nouvelles infections par an) et a
l'acces restreint aux traitements. Le développement d’'un vaccin reste problématique puisque le virus
ne peut étre contrélé par le systéme immunitaire (voir plus bas, résumé de la communication d’A.
McMichael). D’autres voies sont en cours d’exploration, dont la manipulation des cellules souches
hématopoiétiques : une approche expérimentale visant a inhiber par RNAi I'expression du co-
récepteur CCR5, indispensable a l'entrée du VIH dans les lymphocytes CD4+ T, est en cours
d’évaluation. Des approches similaires, ciblant les cellules souches hématopoiétiques, sont également
utilisées pour la mise au point de traitements anti cancéreux.

Des chercheurs invités ont effectué des présentations de 30 mn lors de sessions pléniéres, sur les
thémes suivants :

Contréle et éradication des maladies virales

D. Griffin (John Hopkins University, Baltimore, USA) a présenté le programme de I'OMS visant a
éradiquer le virus de la rougeole a I'horizon 2010. Ce programme fait suite a celui ayant abouti a
I'éradication du virus de la variole et a celui visant a éradiquer le virus de la polio. Dans le cas du virus
de la rougeole, le pourcentage de la population mondiale devant étre vacciné pour stopper la
propagation du virus (93-95%) est supérieur au chiffre équivalent concernant le virus de la variole (80-
85%). De plus, en zone de forte prévalence du virus, une deuxiéme injection du vaccin est nécessaire
pour obtenir une immunité. Les priorités du programme ont donc été révisées et les efforts sont
aujourd’hui concentrés sur des campagnes massives de vaccination dans les zones endémiques qui
subsistent dans certains pays en développement et sur l'obtention d’'un vaccin par aérosol a
destination des enfants de moins de 6 mois. En outre, des efforts doivent également étre faits dans
certains pays développés, comme le Royaume-Uni, dans lesquels une recrudescence de foyers a été
observée.

P. Minor (NIBSC, Royaume-Uni) a présenté I'état du programme OMS d’éradication du virus de la
polio. Celui-ci se heurte a la ré-émergence de foyers endémiques dans certains pays d’Afrique sub-
saharienne (notamment au Nigeria) qui permettent la diffusion du virus dans les pays avoisinants
(Niger) ou plus distants (Ouganda). Le programme de vaccination se heurte également aux
convictions religieuses de certains pays musulmans (Pakistan, Afghanistan, Egypte, Nigeria, Niger,
Yemen, Arabie Saoudite, Indonésie), qui sont un frein aux campagnes de vaccination. En revanche,
les cas de réversion du vaccin vivant atténué vers des formes virulentes sont minimes (1/750,000).

N. Tordo (Institut Pasteur, France) a présenté la situation mondiale vis-a-vis du virus de la rage, qui
provoque encore 55,000 morts par an dans le monde (24,000 cas en Asie, 31,000 en Afrique),
essentiellement aprés morsure par un chien infecté (95% des cas), plus rarement aprés morsure par
d’autres carnivores (racoon, renard, putois, mangouste, coyote). Il a décrit le programme d’éradication
de la rage vulpine conduit en France par largage d’appats contenant un vaccin oral, et qui a permis



d’éliminer le virus du pays (la France est officiellement indemne de rage depuis 2000, bien que des
cas sporadiques de ré-introduction se produisent).

J. Valkonen (Université d’Helsinki, Finlande) a présenté une communication de trés mauvaise qualité
sur le contr6le des virus de plantes. Parmi les rares informations originales, la publication a venir
(dans Plant Cell Reports) d’'une méthode de cryothérapie.

Interactions héte/virus

K. Oparka (SCRI, Ecosse) a présenté I'état des connaissances sur le transport des virus de plantes
(voir article de revue de H. Scholthoff, Trends Plant Sci. 2005, 10(8):376-82), et les travaux de son
équipe en la matiére. Rien de bien neuf depuis son intervention au congrés de virologie d’Aussois, en
mars 2005.

Virus émergents

N. Cox (CDC, Atlanta) a présenté I'état des connaissances sur la souche H5N1 du virus de la grippe,
communément appelée grippe aviaire. Cette souche provoque un taux de mortalité important chez la
volaille (poulet) en Chine, de fagon saisonniére. Des cas d’infection humaine ont été détectés en
Chine, en Indonésie, en Thailande, au Vietnam et au Cambodge. Les souches poulet et les 8 souches
humaines connues sont trés proches, les souches humaines ayant indiscutablement une origine
aviaire. Des cas de transmission de souches aviaires de l'influenza virus a ’'homme sont connus pour
d’autres souches moins pathogénes (HPH5N1 a Hong Kong en 1997, HON2 a Hong Kong en 1998) et
résultent en grande partie de la promiscuité des volailles et des hommes. La souche H5N1 provoque
une mortalité d’environ 50% des sujets infectés, mais il n’existe actuellement aucune donnée prouvant
une transmission du virus d’homme a homme. Actuellement, 50 pays ont adopté un plan d’urgence,
afin de répondre rapidement a une pandémie.

M. Peiris (Université de Hong Kong) est revenu sur I'épidémie de SRAS en Asie du sud est et sur le
réle du transport aérien dans la diffusion de la maladie (28 pays touchés en une semaine, 800 morts
au total). Le génome du coronavirus responsable (SARS CoV) a été séquencé en quelques mois, un
récepteur cellulaire (ACE-2) et des hbtes intermédiaires (civette, racoon) identifiés. La virémie dans le
systéme respiratoire et le tractus gastro-intestinal atteint un pic durant la deuxiéme semaine suivant
l'infection, ce qui permet de penser qu’un traitement antiviral, s’il existait, serait efficace s'il était
administré dans les premiers jours suivant l'infection. Cette stratégie permettrait en outre de limiter
considérablement I'épidémie, puisque la phase de virémie aigue correspond a la phase la plus
contagieuse.

J. McKenzie (Curtin University, Australie) a fait un tour d’horizon des flavivirus émergents et des
pathologies associées, qui sont souvent des fievres hémorragiques. L’extension continuelle des zones
de prévalence de ces virus est directement corrélée a celle de présence de leurs vecteurs naturels,
souvent des moustiques, ou de leurs hoétes intermédiaires, souvent des oiseaux. Ainsi, I'apparition
d’épidémies d’encéphalite (Japanese encephalitis virus, JEV) en Australie continentale est elle
imputable aux oiseaux qui I'y ont introduites a partir des fles du détroit de Torres (situées entre
I'Indonésie et la pointe nord du Queensland). De méme, la progression de la zone de prévalence du
virus de la fievre du Nil occidental (West Nile fever virus, WNFV) est elle imputable aux oiseaux pour
les transports a longue distance et aux 19 espéces de moustiques vecteurs, dont certaines introduites
accidentellement, pour la progression dans les pays touchés, comme les Etats-Unis par exemple.



Prévention et thérapie des maladies virales

D. Baulcombe (Sainsbury Laboratory, UK) a présenté les travaux menés dans son équipe sur les
mécanismes de défense mis en place par les plantes pour lutter contre les infections virales. Son
équipe a notamment cloné, séquencé et caractérisé le géne Rx de résistance au virus X de la pomme
de terre (PVX), ainsi certaines des interactions entre le gene Rx et la protéine de capside du PVX.
Des mutations du géne Rx dans sa partie riche en leucine (LRR = leucine rich repeat) permettant la
reconnaissance de la protéine CP de souches de PVX hypervirulentes capables de contourner la
résistance conférée par le géne Rx ont été identifiés. Ces mutants sont résistants a ces souches
hypervirulentes. Ces travaux ouvrent la voie a I'obtention de résistances a large spectre par mutation
de genes naturels de résistance de type LRR-NLS. Par ailleurs, I'équipe de D. Baulcombe a été une
des pionnieres dans la découverte et la caractérisation des mécanismes de silencing. Ses travaux
actuels visent a exploiter ces mécanismes naturels pour accroitre la résistance aux virus.

Pour plus de détails, consulter le site http://www.sainsbury-laboratory.ac.uk/

K. Jansen (Vaxgen, Australie) a présenté les travaux de mise au point de vaccins contre le virus
papilloma humain (HPV) qui est responsable de nombreux cas de cancers du col de l'utérus.
Différents vaccins font actuellement I'objet d’essais cliniques (en phase Il ou lll) et certains ont permis
d’atteindre de hauts niveaux d’efficacité (94% pour celui mis au point pas Merck, 100% pour celui mis
au point par GSK).

B. Cullen (Duke University, USA) a expliqué que, contrairement a la situation rencontrée chez les
plantes, l'interférence ARN (RNAI) se semble pas faire partie des mécanismes naturels de résistance
des cellules animales aux infections virales. En revanche, des données expérimentales montrent que
le RNAI est utilisé par certains virus (virus d’Epstein Barr —EBV-, herpesvirus associé au sarcome de
Kaposi —KSHV) pour inhiber I'expression de certains génes cellulaires, notamment par synthese de
miRNA.




2.2. Communications orales

Closterovirus

V. Dolja (Oregon State University, USA) a présenté des travaux sur le role du cytosquelette dans la
localisation de la protéine Hsp70 du Beet yellows virus (BYV) au niveau des plasmodesmes dans les
cellules infectées

G. Roy (University of California at Davis, USA) a rapporté I'obtention de lignées de Nicotiana
benthamiana transgéniques exprimant des constructions en épingle a cheveu (hairpin) dans chacune
des protéines de capside du virus de la tristeza (P20 et P23) et la synthése de siRNAs correspondant
a ces séquences. Ces lignées sont résistantes a l'infection expérimentale par le CTV.

H. Vetten (BBA, Allemagne) a décrit la caractérisation moléculaire partielle du génome d’un nouveau
closterovirus infectant la carotte (CCV), W. Jelkmann (BBA, Allemagne) celle de deux souches des
Little Cherry Virus 1 et 2 (LChV-1 et LChV-2) et R. Coutts (Imperial College, UK) celle des 3 ARN
génomiques et des ARN subgénomiques du Potato yellow vein virus (PYVV).

J. Valkonen (Université d’Helsinki, Finlande) a rapporté la caractérisation comme inhibiteur de PTGS
de la RNAse Il (p22) codée par le Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV).

Gemini et nanovirus

S. Lazarowitz (Cornell, USA) a présenté les travaux de son équipe, qui montrent qu’une classe
d’acétyltransférases d’'Arabidopsis thaliana (AMINSI et AtENA) interagit spécifiquement avec les
protéines de mouvement NSP des Begomovirus (BR1/BV1) et sont nécessaires a la réplication virale
et a la localisation phloémienne de ces virus.

A. Rezaian (Waite Institute, Australie) a utilisé le systeme double hybride pour caractériser les
protéines de tomate qui interagissent spécifiquement avec les protéines REn (replication enhancer) et
V1 du geminivirus Tomato leaf curl virus (ToLCV). REn interagit avec une protéine SINAC1
nécessaire a I'accumulation du virus dans les cellules infectées, alors que V1 interagit avec une
glycosyltransferase (SIUPTG1) qui pourrait permettre le mouvement de cellule a cellule des particules
virales.

W. Severson (University of New Mexico, USA) a décrit la caractérisation de résidus Cys de la
protéine Rep du Tomato yellow leaf curl virus nécessaires a la réplication virale.

T. Hohn (Université de Bale, Suisse) a montré que les fonctions inhibitrices du PTGS et
transactivatrices de la protéine AC2 du Mungbean yellow mosaic virus (MYMV) sont liées. Par ailleurs,
des travaux sont en cours afin de caractériser les génes de I'héte (dans un modeéle A. thaliana) co-
activés par la protéine AC2.

C. Fauquet (IRD-Danforth Institute, USA) a montré comment la protéine AC4 de I'African cassava
mosaic virus (ACMV) est un inhibiteur précoce mais non permanent du PTGS et permet au virus de
s’accumuler rapidement a un haut niveau dans les cellules infectées, alors que la protéine AC2 du
East african cassava mosaic virus (EACMYV) est un inhibiteur permanent du PTGS qui empéche tout
phénomene de récupération de I'h6te au cours du processus d’infection. La synergie observée entre
ACMV et EACMV implique ces deux protéines.

M. Poogin (Université de Bale, Suisse) a rapporté la caractérisation des génes DICER LIKE (DCL)
d’'A. thaliana dans les mécanismes de défense basés sur le PTGS et dirigés contre deux begomovirus
(ACMV et Cabbage leaf curl virus, CalCuV).



Virus de champignons

Cette session, rajoutée in extremis par les organisateurs, n'est accompagnée d’aucun résumé des
présentations dans le recueil de résumeés.

K. Buck a décrit la caractérisation moléculaire d’'un endornavirus de Phytophtora (Phytophtora
endornavirus 1, PEV1), dont l'organisation génétique est identique a celle des virus de ce genre
infectant Oryza sativa ou Vicia faba. L’activité inhibitrice de PTGS d’une des protéines virales est en
cours d’évaluation.

B. Hilman a décrit I'organisation génétique de 4 membres de la famille Hypoviridae et d’'un reovirus
infectant Cryptonectria parasitica, un champignon responsable d’une rouille du chataignier (chestnut
blight) chez lequel ils jouent le rdle de facteur d’hypovirulence.

R. Wickner a pour sa part décrit les virus LA et M de la levure, tous deux a génome ARN bicaténaire,
et dont certaines souches superkiller (ski) codent une toxine.

Epidémie HIV
J. Levy (UCSF, USA) est revenu sur la pandémie HIV qui frappe les pays en développement et les
différences dans I'acces aux traitements.

Pays Nombre de personnes Dépense publique (par
atteintes (en millions) habitant et par an, en US$)
Inde 6.5 64
Afrique du Sud 5.5
Ethiopie 4.1
Nigeria 3.6 11
Kenya 1.7
Chine 1.5
USA 1 14,000
Thailande 1
Europe 0.62

D. Richman (UCSD, USA) a fait le point sur les traitements disponibles et a décrit certaines molécules
faisant I'objet d’essais cliniques (inhibiteurs de fusion, d’intégrase ou de maturation) dans le cadre de
processus d’AMM. Il a insisté sur le fait que les trithérapies actuellement disponibles réduisent
considérablement les risques d’apparition de souches multirésistantes en réduisant le taux de
réplication virale au point de rendre le virus indétectable chez les patients traités.

A. McMichael (J. Radcliffe Hospital, UK) a fait le point sur les essais cliniques vaccinaux. 36 essais
sont en cours (voir le site http://www.iavireport.org/trialsdb/ ).Celui réalisé conjointement en Thailande
et aux USA sur un vaccin dirigé contre la gp120 a montré que le vaccin n’avait aucun effet neutralisant
mais qu’il avait un effet stimulant de la réponse immunitaire. Cependant, il ne confére aucune
protection. Une des difficultés majeures provient de la variabilité élevée des populations de HIV (intra
héte), qui est entretenue par un taux élevé de mutations a chaque cycle de réplication.

Réplication des virus de plantes et recombinaison

J. Schoelz (University of Missouri, USA) a démontré que le CaMV était capable de s’intégrer au
genome d’A. thaliana par recombinaison homologue. Pour cela, il a inoculé des lignées d’A. thaliana
transgéniques exprimant le gene VI du CaMV-D4 sous la dépendance du promoteur 35S du CaMV et
du teminateur rbcS par un clone infectieux de CaMV-D4 consistant en 1.2 copie du génome viral et




comportant une séquence tag permettant de démontrer formellement une éventuelle intégration. Des
évenements de recombinaison homologue ont été mis en évidence a plusieurs endroits du transgene,
mais aucun génome viral recombinant encapsidé n’a pu étre mis en évidence. Ces travaux
démontrent toutefois que des séquences virales du CaMV peuvent s’intégrer au génome d’'A. thaliana
par recombinaison homologue au cours de la réplication virale.

P. Nagy (University of Kentucky, USA) a utilisé un systéme expérimental de recombinaison chez la
levure (S. cerevisiae) comportant banque de mutants knock out (single gene) de levure, un systeme
de criblage inductible par la tétracycline et un ARN défectif interférent de tombusvirus, afin de
caractériser les génes de levure impliqués dans la réplication de ce tombusvirus (I'idée étant comme
toujours de rechercher ensuite des orthologues chez les plantes). 20 génes candidats ont été
sélectionnés et sont en cours de caractérisation.

Meécanismes des résistances aux virus de plantes

S. Yeh (Université de Taiwan) a présenté les résultats de travaux qui montrent que la résistance
obtenue par I'expression du gene codant la protéine de capside et la région 3’ non codante du virus
des taches annulaires du papayer (PRSV) de la souche YK dans des papayers transgéniques était
contournée par la souche 5-19. La résistance est basée sur un mécanisme de PTGS, et son
contournement est imputable a la protéine HC-Pro de la souche 5-19. Ces travaux confirment que les
phénotypes modifiés par PTGS ou RNAI sont susceptibles de réversion vers un phénotype sauvage
en cas d’infection par un des nombreux virus possédant un inhibiteur de PTGS.

M. Lewsey (Université de Cambridge, UK) a étudié le réle de la protéine 2b du CMV —qui est un
inhibiteur de PTGS- dans la symptomatologie. Des lignées d’'A. thaliana transgéniques exprimant le
gene codant la protéine 2b du CMV-Fny (qui appartient au sous groupe 1 et provoque des symptoémes
marqués lorsqu’il infecte A. thaliana) ou celui codant la protéine 2b du CMV-LS (qui appartient au sous
groupe 2 et provoque des symptomes faible sur A. thaliana), avec ou sans la région 3’ non codante
(3'UTR), ont été obtenues. Celles exprimant la protéine 2b de CMV-Fny avec la région 3'UTR
présentent des symptomes marqués. Des travaux préliminaires (utilisation d’'une construction non
traductible) indiquent que c’est bien la protéine 2b et non son transcrit qui joue un réle dans la
symptomatologie.

V. Pantaleo (ABC, Hongrie) a étudié le rbéle de la protéine P19 du Cymbidium ringspot virus
(CymRSV, tombusvirus) dans l'inhibition du PTGS. La protéine P19, qui n'est pas nécessaire a la
réplication du virus ni a son mouvement de cellule a cellule, se lie spécifiquement aux siRNA et
empéche leur incorporation dans les complexes nucléoprotéiques de type RISC régissant le gene
silencing induit par les virus (VIGS). L'utilisation de clones infectieux de CymRSV n’exprimant pas le
gene codant la protéine P19 a permis de démontrer que le complexe RISC cible a la fois les ARN de
polarité positive et négative, mais que les ARN de polarité négative sont de meilleures cibles pour la
dégradation séquence-spécifique par le complexe RISC. Ces travaux sont publiés dans J. Virol (2005)
79 : 7812-7818.

Retrovirus et pararetrovirus

P. Young (University of Queensland, Australie) a rapporté la caractérisation d’'un retrovirus endogene
de koala (KoRV). Le virus episomal est responsable de leucémies et de lymphomes chez le koala,
avec une prévalence et un taux de mortalité associée élevés (3.5% des déces en conditions
naturelles, 60% en captivité). Le génome viral est présent dans celui de populations de koalas du sud
est Queensland, sous forme de copies complétes activables et avec des profils d’insertion variables
selon les animaux. Cependant, certaines populations de koala présentes dans des iles d’Australie



méridionale sont indemnes de séquences virales intégrées et présentent des taux de leucémie et de
lymphomes nettement inférieurs a ceux rapportés dans le sud est Queensland. Il semble que le KoRV
soit donc un virus en phase de transition entre la forme épisomale naturelle et une forme intégrée
active, issue d’événements d’intégration récents. Pour plus de détails, voir J Gen Virol. (2005) 86:783-
787.

K. Richert-Pdggeler (Université de Béle, Suisse) a rapporté les travaux de son équipe effectués dans
le cadre du projet Paradigm sur la structure et I'expression des séquences de Petunia vein clearing
virus intégrées au génome de pétunia (ePVCV). Ces travaux ont montré que les séquences ePVCV
sont intégrées en tandem, ce qui aboutit a une réplication des séquences régulatrices terminales
(quasi terminal repeats). Les séquences ePVCV sont continuellement transcrites dans les deux
cultivars de Petunia hybrida étudiés (Rose du Ciel et W138) et préférentiellement méthylées au niveau
des séquences codantes plutét qu’a celui des régions promotrices de la transcription. Pour plus de
détails, voir EMBO J. (2003) 22:4836-45.

P.-Y. Teycheney (CIRAD-UPR75, Guadeloupe) a présenté les travaux réalisés par G. Le Provost
durant son post doc dans le cadre du projet Paradigm. Voir résumé en annexe.

Virus de plantes émergents

P.-Y. Teycheney (CIRAD-UPR75, Guadeloupe) a présenté ses travaux sur la caractérisation d’un
nouveau Flexivirus de bananier, le Banana virus X (BVX). Voir résumé en annexe et Arch. Virol. 150:
1715-1727.

B. Lee (Université de Séoul, Corée du sud) a présenté la caractérisation de 4 virus infectant les
daphnés : Daphne virus S (DVS), un carlavirus, dont le génome a été cloné et séquencé ; Daphne
virus Y (DVY), un potyvirus dont le gene codant la CP a été cloné et séquencé ; une souche de CNSV
(nepovirus), dont le géne codant la CP a été cloné et séquencé ; une souche de CMV appelée CMV-
Dap, dont le génome a été cloné et séquencé : cette souche appartient au souus groupe 2.

J. Hammond (USDA-ARS, USA) a présenté la caractérisation d’'un nouveau carlavirus infectant le lin,
BR Carlavirus, dont le génome a été cloné et séquencé selon une stratégie identique a celle utilisée
pour cloner et séquencer le génome du BVX.

S. Ueda (NAI, Japon) a rapporté la caractérisation d’'une nouvelle souche de Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV, geminivirus) appelée TYLCV-[Tosa], dont le génome a été cloné et séquencé.

Mouvement des virus de plantes

F. Garcia-Arenal (Université polytechnique de Madrid, Espagne) a montré que les particules virales
de CMV sont transportées dans le phloéme, et que ce transport fait intervenir une protéine du
phloéme trés homologue a la protéine PP1 présente dans le phloéme de la courgette.

Y. Hong (Université de Warwick, UK) a montré que la protéine P9 du virus du flétrissement du navet
(TCV) est impliquée dans le mouvement de cellule a cellule du signal permettant I'inhibition du PTGS
par ce virus.

J. Sanchez-Navarro (CSIC Valence, Espagne) a montré que la substitution de la protéine de
mouvement du virus de la mosaique de la luzerne (AMV, alfamovirus) par les protéines de
mouvement du virus de la mosaique du tabac (TMV, tobamovirus), du virus de la mosaique du niébé
(CPMV, comovirus), du virus de la mosaique du brome (BMV, bromovirus) ou du virus des taches
nécrotiques du prunier (PNRSV, bromovirus). Ces résultats sont d’autant plus frappants que ces
différentes protéines de mouvement ont des mécanismes différents, certaines (celles du TMV et du
CPMV) codant pour des protéines qui forment des tubules permettant le mouvement de cellule a
cellule des particules virales et le passage des plasmodesmes, alors que d’autres (celles du BMV ou



du PNRSV) permettent le transport du génome viral sous forme de complexe ribonucléoprotéique en
augmentant la taille limite d’exclusion (SEL) des plasmodesmes. Il semble donc que contrairement a
la majorité des virus de plantes, TAMV soit capable de mouvement de cellule a cellule par des
mécanismes trés différents.

Evolution des virus et diversité

M. Rozanov (NCBI, USA) a présenté la bases de données de séquences virales mise en place par le
NCBI et disponible a I'adresse http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/VIRUSES/viruses.html

Cette base contient actuellement 2028 séquences de référence correspondant a 1439 virus distincts,
ainsi qu’'un acceés aux outils permettant leur analyse informatique.

C. Fauquet (IRD-Danforth Center, USA) a présenté les travaux de son équipe sur la diversité des
bégomovirus infectant le manioc en Tanzanie, dont les principaux sont ACMV, EACMV et EACMCV.
Sur la base des résultats obtenus, il a formulé I'hypothése que I'Afrique de I'est est le centre d’origine
et de diversification des geminivirus infectant le manioc.

J. von Linden (University of Texas, USA) a étudié la variabilité moléculaire de souches africaines
(Asibi, FVV, Gambia, Ivory Coast, Uganda, Angola) et sud américaines (Bolivia99d, Panama74b) du
virus de la fievre jaune (YFV, flavivirus) a partir de la séquence compléte de leur ARN génomique. Les
résultats de ces analyses indiquent que, contrairement a ce qui est souvent avancé, l'origine du YFV
pourrait étre multilocale et pas seulement africaine.

P.-Y. Teycheney (CIRAD-UPR75, Guadeloupe) a présenté les résultats de I'’étude conduite sur la
diversité moléculaire du virus de la mosaique atténuée du bananier (BanMMV, flexivirus). Pour plus
de détails, voir le résumé en fin de document et J. Gen. Virol. (2005) 86: 3179-3187 (a paraitre en
novembre 2005).




3. Discussions
En marge des sessions du congres, des discussions ont eu lieu avec des collégues étrangers

A. Geering (QDPI&F, Australie)

Ses travaux récents ont permis la mise en evidence de 4 nouveaux pararetrovirus chez
I'ananas par PCR (amorces Badna 1 et Badna 4) a partir de minipreps de virus. L'un de ces
virus (PBV5) est tres fortement homologue a BSOEV (ex BSV-Ol, pour la nouvelle
classification des souches de BSV, voir Geering et al., J Gen Virol 86 (2005), 511-520), au
point qu’il envisage 'hypothése d’une transmission de BSOEV de bananier a ananas.

De nouvelles séquences de type pararetrovirus/retrotransposons ont été caractérisées chez
Musa depuis la publication de I'article paru en début d’année dans J Gen Virol, et doivent étre
utilisées en southern blot.

Des particules virales sphériques ont été isolées sur ananas, et une partie des 2 ARN
génomiques du virus correspondant séquencée. Ces séquences présentent des homologies
importantes avec des séquences de comovirus.

Le QDPI&F a développé une stratégie de phage display pour la production d’anticorps
monoclonaux et envisage de I'appliquer a la production d’anticorps dirigés contre le virus du
bunchy top du bananier (BBTV, nanovirus) et le virus de la mosaique des bractées du
bananier (BBrMV, potyvirus).

A. Geering a une envie forte de collaboration avec le CIRAD sur les viroses du bananier
(essentiellement le BSV), mais il est tres difficile d’identifier des sources de financement
suffisantes pour des collaborations franco-australiennes. La possibilité d’accueillir en
Guadeloupe un post-doc de son équipe sur une thématique BSV a été évoquée, de méme
que la possibilité de déposer une demande de bourse Marie Curie pour cela.

L. Silva-Rosales (CINVESTAV, Mexique)

Les travaux de séquencage des clones obtenus a partir des échantillons de BSV récoltés en
Colombie (grace a la collaboration de CORPOICA) sont terminés et les séquences sont en
cours d’analyse.

L. Silva-Rosales souhaite recentrer ses activités sur les virus de papayer, dont elle étudie la
diversité, et souhaite que I'activité BSV soit poursuivie par J.-C. Noa Carazzana, qui est sur le
point d’obtenir un poste permanent dans un autre institut de recherche.

N. Furuya (Université de Tokyo, Japon)

A étudié la présence de BSV au Japon et en Indonésie, en DAS-ELISA. Elle est donc
intéressée les protocoles d’indexation par IC-PCR optimisés au CIRAD, lesquels lui seront
envoyés des la soumission de I'article en cours de rédaction sur ce sujet.

A amplifié des séquences BSOEV a partir du cultivar Shimabanana (groupe génomique
inconnu)

J. Hu (Université de Hawaii, USA)

A décrit 2 nouveaux Closterovirus infectant 'ananas (PMWaV3 et PMWaV4) a partir
d’échantillons hawaiiens. Le rble de ces virus dans le wilt est inconnu. Des séquences
partielles dans le géne Hsp70 sont disponibles.



4. Résumé des communications présentées lors du congrés

4.1. Résumé des communications orales

HIGH GENETIC VARIABILITY IN AN RNA PLANT VIRUS, BANANA
MILD MOSAIC VIRUS

Pierre-Yves TEYCHENEY', Nathalie LABOUREAU?, Marie-Line ISKRA-CARUANA? & Thierry
CANDRESSE?

'CIRAD-UPR75, Station de Neufchateau, F-97130 Capesterre Belle-Eau, Guadeloupe, FWI
2CIRAD/UMR BGPI, TA 41/K, Campus Baillarguet, F-34398 Montpellier Cedex, France
*UMR GD2P, IBVM, BP 81, F-33883 Villenave d'Ornon Cedex, France
teycheney@cirad.fr

Background

Banana Mild Mosaic virus (BanMMV) is an unassigned member of the Flexiviridae family
infecting banana and plantain (Musa spp). Vertical transmission by vegetative propagation is
currently the only known means of propagation of this virus, since no biological vector has
been identified nor has experimental mechanical inoculation on susceptible hosts been
successful so far.

Methods

Nucleotide sequences were obtained from BanMMYV isolates originating from various
locations worldwide. Two distinct regions of the viral genome were targeted : ORF 1, which
encodes the viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), and a region encompassing the
3’ end of ORF5, which encodes the coat protein (CP), and the 3’ non-coding region (3’ NCR).
Both regions play a key role in viral replication and are therefore supposedly very
conserved.

Results

BanMMV RdRp sequences displayed an extremely high level of molecular diversity when
compared to similar sequences obtained from other plant RNA viruses. This situation
resulted essentially from a very high ratio of synonymous mutations. A similar analysis
performed for a limited selection of banana accessions on the CP/3’'NCR region confirmed
the high level of diversity observed in the RdRp dataset, characterized by a very high level of
synonymous mutations. Analysis of intra-host diversity indicated the existence of two distinct
situations with some plants harbouring only closely related sequence variants while others
contained up to three widely divergent isolates. Analyses indicated an absence of
structuration of the virus genetic diversity either by the geographical origin of the infected
Musa accessions or by their genotype. This situation may be, in part, explained by the
exchange of banana germplasm between different parts of the world and also by plant-to-
plant transmission of the virus, the evidence for which is, for the first time, provided by this
study.



BANANA VIRUS X (BVX), A NOVEL FLEXIVIRUS HARBOURING
DEFECTIVE RNAS, DEFINES A NEW GENUS WITHIN THE
FLEXIVIRIDAE FAMILY

Pierre-Yves TEYCHENEY', Armelle MARAIS? Laurence SVANELLA-DUMAS?
& Thierry CANDRESSE?

'CIRADUPR75, Capesterre Belle-Eau, Guadeloupe, FWI
2 Equipe de virologie, UMR GD2P, INRA-Université Bordeaux 2, Villenave d'Ornon Cedex, France
teycheney@cirad.fr

Background

Banana and plantain (Musa spp) are an essential staple food and account for one of the most
widely exported fruits in the world. This crop is susceptible to numerous pests and pathogens,
including five reported and characterized viruses which are severe constraints to exchanges of
Musa germplasm. A study of the molecular variability of Banana mild mosaic virus (BanMMV)
isolates infecting banana in Guadeloupe lead to the identification of a short nucleotide sequence
belonging to a distinct viral species.

Methods

The partial nucleotide sequence of the RNA genome of this agent was determined from double
stranded RNA following 3° RACE ampilification.
Results

Five open reading frames were identified from the analysis of the last 2917 nucleotides of RACE-
amplified sequence. They correspond, from 5 to 3’, to a truncated ORF encoding replication-
associated protein, three ORFs encoding a movement-associated triple gene block (TGB) and a
capsid protein (CP) gene. This deduced genome organization is similar to that of some members
of the Flexiviridae family such as Potexviruses and Foveaviruses. Sequence comparisons
suggest that this virus is a new virus species in the Flexiviridae family, for which the name
Banana virus X (BVX) is proposed. Sequence comparisons also showed that BVX is only
distantly related to other members of the Flexiviridae family, in which it does not appear to belong
to any existing genus. There is currently no evidence that infection by BVX can cause any visible
symptoms in Musa sp. Furthermore, it was shown that BVX produces defective RNAs derived
from its genomic RNA by non-homologous recombination. Three distinct pairs of donor/acceptor
recombination sites involving short direct nucleotide repeats were characterized. Contrary to the
situation encountered for the Potexviruses, these recombination sites are located within the TGB1
and CP genes and the recombination event results in a truncated TGB1 protein.

A small scale study of the molecular variability of BVX was performed on Musa samples collected
in different locations in Guadeloupe. It showed that BVX is reasonably distributed in Musa plants
in Guadeloupe and displays a very low level of molecular variability, which is in marked contrast
to the situation encountered for BanMMV, another member of the Flexiviridae family infecting
Musa spp.



THE ROLE OF METHYLATION AND CHROMOSOMAL
REARRANGEMENTS INVOLVED IN THE EXPRESSION OF
PATHOGENIC BANANA STREAK VIRUS SEQUENCES INTEGRATED
INTO THE GENOME OF BANANA

Grégoire Le Provost' “, Pierre-Yves Teycheney® , Anne-Sophie Dielen’, Pietro Piffanelli °&
Marie-Line Caruana’

' CIRAD - UMR BGP!I - Campus International de Baillarguet - F-34398 Montpellier Cedex 5, France
2 CIRAD-UPR75 - Station de Neufchateau - F-97130 Capesterre Belle-Eau - Guadeloupe, FWI
®CIRAD - UMR PIA - TA40/03 - Avenue Agropolis - F-34398 Montpellier cedex 5, France
* current address : UMR BIOGECO - Equipe de génétique - INRA - F-33610 Cestas, France

gregoire@pierroton.inra.fr

Background

Banana streak virus (BSV) endogenous pararetroviral sequences (EPRVs) are present in the
genome of Musa balbisiana, one of the two main wild progenitors of cultivated banana, the
other one being M. acuminata. BSV EPRVs are suspected to give rise to infectious particles
through activation processes that are triggered by biotic or abiotic stresses, such as genetic
crosses between M. balbisiana and M. acuminata or in vitro culture. Little is currently known
about the mechanisms underlying the expression of pathogenic BSV EPRVs and their
regulations.

Methods
The role of methylation in the expression of pathogenic BSV EPRVs was investigated.
Differential cytosine methylation patterns were searched in healthy and diseased triploid
(AAB) hybrids from the progeny of a cross between the virus-free diploid M. balbisiana
female parent PKW (BB) and the virus-free autotetraploid M. acuminata male parent IDN-T
(AAAA), using the SD-AFLP/MSAP technique. DNA from healthy and diseased hybrids was
extracted and 36 primer-enzyme combinations (PEC) were used. The role of chromosomal
rearrangements was also investigated, through a PCR-based analysis of both genomic DNA
extracted from the progeny of the above-mentioned cross and BAC clones of the PKW
parent giving positive signals when hybridised to BSV-specific probes. Strain-specific primers
covering distinct parts of the genome of BSV were used.

Results
An average of 40 DNA fragments per PEC were obtained by SD-AFLP/MSAP, resulting in
approximately 1,500 screened fragments, of which thirteen showing quantitative or
qualitative methylation variations were cloned and sequenced. Detailed analysis of their
nucleotide sequences will be presented and discussed.

PCR-based analysis of chromosomal rearrangements among triploid hybrids leads to the
identification of a genetic segregation pattern between diseased and healthy individuals.
Differential patterns were observed depending on the primers used, raising evidence for
chromosomal rearrangements in diseased hybrids. These results were corroborated by
similar analysis performed on BAC clones of the PKW parent. They pave the way to the
identification of a much needed specific molecular marker of pathogenic BSV EPRVs.



4.2. Résumé des communications par voie d’affiche

RISK ASSESSMENT OF SPREADING BANANA STREAK VIRUS (BSV)
THROUGH IN VITRO CULTURE

M. Folliot’, S. Galzi’, N. Laboureau', M.-L Caruana?®, P.-Y. Teycheney®, & F.-X. Cote'

'CIRAD-FLHOR, TA50/PS4, Boulevard de la Lironde, F-34398 Montpellier cedex 5, France
2CIRAD-AMIS/UMR BGPI, TA 41/K, Campus International de Baillarguet, F-34398 Montpellier cedex
5, France
*CIRAD-UPR?75, Station de Neufchateau, Sainte- Marie, F-97130 Capesterre Belle Eau, Guadeloupe

francois.cote@cirad.fr

Background
In vitro multiplication is one of the main abiotic stresses triggering the production of episomal
infectious particles of Banana streak virus (BSV) in inter-specific banana hybrids, through the
activation of BSV endogenous pararetrovirus (EPRV) sequences integrated into the Musa
balbisiana genome (noted B). Nevertheless, mass production of vitroplantlets remains the most
widely used method for diffusing wild Musa cultivars or new improved hybrid species. Therefore,
there is a need to evaluate the effects of in vitro culture on the activation of BSV EPRVs and to
assess the risk of spreading BSV through the diffusion of micropropagated banana plants. It is of
particular relevance to check (i) whether BSV EPRV activation occurs through in vitro culture in
all inter-specific hybrid species and wild edible cultivars and (ii) whether a correlation exists
between the duration of in vitro subculture steps and the percentage of plantlets exhibiting BSV
episomal particles.
Methods

Virus-free suckers from two natural triploid plantains (AAB) - Kelong Mekintu (KM) and Black
Penkelon (PK)- and the tetraploid hybrid (AAAB) - CRBP 39 were mass propagated using
standard in vitro budding methods. During the successive multiplication subcultures, at least 40
shoots were randomly picked and screened for the presence of episomal BSV particles.

Results

BSV episomal particles were detected during in vitro culture in both natural plantains and
CRBP39 hybrid, with BSV-OI being the predominantly detected BSV strain. Both natural plantains
and CRBP39 displayed similar patterns of activation. Percentages of plantlets indexed positive for
BSV-OI rapidly increased after the first subculture cycles. Depending on cultivars, maximum
percentages of BSV-OI positive plantlets ranged between 10 % and 20 % and were reached for
TPS (total produced shoots) values comprised between 800 and 2000. Following this increase
step, a steady state phase was observed. Then the percentage of BSV-OI positive plantlets
decreased for the three cultivars studied when increasing the number of subcultures. This was
especially striking for CRBP 39 hybrid, for which values of zero were reached from TPS values of
4000 onwards. These results will be presented and their impact on in vifro mass propagation and
diffusion of Musa germplasm will be discussed.



MOLECULAR ANALYSIS OF BANANA STREAK VIRUS (BSV)
“INTEGRANTS” INTO THE NUCLEAR GENOME OF MUSA
BALBISIANA.

P. Piffanelli', J-C. Noa-Carrazana®, M. Lescot', A. Benabdelmouna', J. Dolezel®, T. Matsumoto®,
L.Silva-Rosales?, F. Lheureux', P.-Y. Teycheney®, A.D. Geeringe, A. D'Hont', J.-C. Glaszmann', T.
Sasaki* and M.-L. Caruana

' CIRAD, Montpellier, France, 2 Cinvestav-IPN, Irapuato, Mexico, IEB, *Olomouc, Czech Republic, *
NIAS, Tsukuba, Japan, ° CIRAD, Guadeloupe, FWI, °QHI,Indooroopilly, Australia

piffanelli@cirad.fr

Background

Banana streak virus (BSV) sequences are integrated into the nuclear genome of Musa
balbisiana. There is strong experimental evidence that some of these BSV integrated sequences,
called BSV endogenous pararetroviruses (BSV EPRVSs), can give rise to infectious episomal BSV
genomes upon stress conditions. Such stresses include interspecific genetic crosses, therefore
this phenomenon represents a serious limitation to the creation of novel Musa hydrids between A
(Musa acuminata) and B (Musa balbisiana) genomes and to the diffusion of such hybrids.

Methods
As part of an international effort within the Musa Genomics Consortium aimed at defining the
integration patterns of BSV EPRV sequences into the nuclear genome of Musa species and the
mechanisms leading to the activation of such BSV EPRVs, we have constructed and
characterised three BAC libraries from M. acuminata Cavendish (AAA), M. acuminata Calcutta 4
(AA) and M. balbisiana PKW (BB) nuclear genomes, respectively.
Complete genomes of four different BSV strains (BSV-OI “Obino L’Ewai”, BSV-Gf “Gold Finger”,
BSV-Im “Imove”, BSV-Mys “Mysore”) were used as probes to screen the BAC libraries and FISH
experiments were carried out to test for the presence of integrated viral sequences in Musa B
chromosomes.

Results
Upon screening of the M. balbisiana PKW BAC library, 10 BAC clones positive for BSV-OlI, 9 for
BSV-Gf, 26 for BSV-Mys and 24 for BSV-Im were identified. All positive BAC clones were distinct
from each other. On the other hand, screening of either M. acuminata Calcutta 4 or M. acuminata
Cavendish BAC libraries with the four complete viral sequences revealed that no BSV EPRVs
related to the four analyzed strains were present in any of the two Musa A genomes analyzed.
BAC clones found positive upon screening were further characterized by BAC-end sequencing
and RFLP-fingerprinting, and selected BACs containing BSV-Ol or BSV-Gf EPRV sequences
were completely sequenced. Detailed analysis of the nucleotide sequences and chromosomal
organization of BSV-OI and BSV-Gf EPRV sequences within these BAC clones will be presented
and discussed. This study represents the first step towards the characterization of the
mechanisms leading to the activation of BSV EPRV sequences in Musa and the implementation
of novel strategies to counteract this phenomenon.



