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1• 1NTRODUCT ION.

Depuis 1898, plus de 400 virus des plantes ont été décrits
et dénommés. Les maladies causées par ces virus sont nombeuses et
occasionnent chaque année des pertes importantes dans les cultures
vivrières et commerciales. Il devient donc nécessaire de nos jours,
de bien connaltre et différencier ces maladies, en vue de leur
contrôle éventuel dans un programme de protection des végétaux.

C'est à ce travai 1 d'apprentissage des méthodes et techni
ques d'étude d'identification des virus des plantes et des maladies
qu'i Is causent, que nous avons consacré cette période de six mois
passés au laboratoire de Virologie à Adlopodoumé.

Nous exposerons successivement les techniques classiques
de la Virologie des plantes couramment employées, techniques qui ont
été utilisées dans l'étude d'une maladie à virus sur haricot ainsi
que sur quelques maladies à virus de légumineuses. Enfin nous rela
terons quelques ouvrages de virologie fréquemment consultés au cours
de ce stage.
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Il. TECHNIQUES CLASSIQUES DE LA VIROLOGIE.

A. Etude des mécanismes de transmissIon des virus des plantes.

Le caractère de transmissIbilité est une propriété fonda
mentale des virus comme des autres êtres biologiques qui causent
des maladies.

Le pathologiste est concerné par la transmissIbilité des
virus à la fols au point de vue pratique en essayant d'éviter ou
de circonscrire la transmission naturelle, et au point de vue
expérImentai car la plus grande partie de la recherche virologique
dépend de la transmission du virus dans des conditions contrôlées.

1. Transmission par greffe.

Le greffage est la méthode de transmission des virus uni
versellement applicable, necessitant seule~ent que le virus déter
mine une infection systémique, dans les plantes où on essaye de le
transmettre. A l'origine, la greffe est une pratique horticulturale
ancienne.

Nous avons effectué un essai de transmission par greffage
au cours de ce stage.

Sur la parcel le tomate du S.E.B. (Service d'Expérlmenta
tion Biologique) de l'ORSTOM, on pouvait observer des symptômes de
déformations, d'enroulement fol ialres et de renversement de la
flèche, des pieds de tomates tai liés au stade début de production.
De tels symptômes qui affectent la parcelle à plus de 90% peuvent
être dûs à une maladie virale; cette maladie n'étant pas transmis
sible mécaniquement nous avons essayé la greffe de boutures mala
des sur des plantes saines. Nous avons tenté un seul essai de
transmission de ces symptômes par greffe et les greffons n'ayant
pas pris 1e ré sul ta t a été né ga tif. Une s sai uni que est i ns uf fis a nt,
il faudrait effectuer plusieurs séries de greffage avant de tirer
une conclusion sur ce point.

2. Transmission par cuscute.

La transmission des virus par greffe se révèle difficile
et même impossible entre des plantes de fami 1 les éloignées par
incompatibl lité organique. En partie, cette difficulté peut être
résolue par la transmission par cuscute. La cuscute en effet est
une plante parasite sans chlorophylle de la fami Ile des Convolvu
lacées; el le parasite les plantes supérieures en s'enroulant
autour d'elles et en formant des suçoirs qui entrent en communica
tion avec le tissu vasculaire de l'hôte ce qui permet le transfert
des virus à de nouveaux hôtes.

3. Transmission par graine des virus des plantes.

La possibi lité de transmission des viroses par les grai
nes des plantes malades a été admise dès les premiers travaux de
virologie. De nos jours on connait un grand nombre de virus trans
mis par la graine dont le virus de la mosaTgue du concombre, ~
virus 1 du haricot, la mosaTgue de la laitue ... Le taux de trans
mission par la graine est extrêmement variable depuis 1 pour
10.000 Jusqu'à 75%.
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4. Transmission par inoculation mécanique.

Une grande partie de la connaissance des virus des plantes
repose sur l'inoculation mécanique. Plusieurs procédés se rattachent
à cette méthode qui a beaucoup évolué depuis le début. Comme procé
dés courants on peut noter le frottement, la pulvérisation, l'Injec
tion et la piqûre. On utilise pour cela du jus brut Infectieux
obtenu par broyage du matériel végétal dans du tampon qui permet
d'éviter la dégradation des particules virales par oxydation ou du
fait d'une variation importante du pH.

Le tampon le plus couramment uti lisé au laboratoire de
Virologie à Adiopodoumé présente la composition suivante:

K2H P04

KHZ P04

...........................

...........................
1,5 g)

) pH 7
0,25g)

Chlorhydrate de Cystéine .••••••••.•••• 0,35g

Bentonite 0,259

eau bidlstlllée .•.•..••••••.•••••••••• 100 ml.

Le tampon phosphate permet de maintenir e pH du broyat lors de la
libération d'acides contenus dans les vacuoles des cel Iules. Le
Chlorhydratede Cystélne empêche l'oxydation sous ses diverses
formes.

Enfin la bentonite a pour rôle de fixer les protéines et
en partlcul ier les RNAses qui pourraient dégrader le virus.

Nous avons uti lisé le procédé d'inoculation mécanique par
frottement. Pour faci liter la pénétration du virus dans la plante
on uti 1ise un abrasif qui a pour rôle de créer de fines blessures
non léthales sur les feui Iles: la cél ite (poudre de diatomées) et
le Carborundum (carbure de Silicium) sont deux exemples d'abrasifs.

Le procédé par pulvérisation sous pression semble uti tisé
surtout en champ pour des grandes populations de plantes. Ce procé
dé utilisé avec les types d'appareils d'Agriculture n'est pas d'une
haute infectivité mais représente une méthode rapide d'élimination
d'une grande partie de la population sensible; il peut être amé-
1ioré par incorporation du Carborundum dans l'inoculum.

Le procédé par pigûre peu courant, est utilisé pour cer
taines maladies pour lesquelles il semble le meilleur sinon le seul
pour la transmission mécanique. Il est indiqué surtout pour certains
virus étroitement associés au phloème des plantes et incapables de
se multiplier dans les tissus épidermiques ou de traverser "épider
me. Il consiste à piquer les tissus de la plante à inoculer à l'aide
d'aiguilles infectées.

Le procédé par injection consiste à injecter hypoderml
quement des extraits infectieux dans les tiges des plantes.

Quel que soit le procédé employé, la réussite de la trans
mission mécanique dépend de plusieurs facteurs

1. la sensibilité de la plante inoculée (certaines espèces de pl.antes
semb lent prêsenter une sens i b il i té à de nouveaux vi rus et sont
uti 1isées assez couramment en recherche. On peut citer PhaBeoZ.u8
vuZ.gari8~ Niaotiana tabaaum~ Cuaumis 8ativu8~ Chenopodium amaran
tiaoZ.or . .. ).
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2. de l'éclairage (les faibles intensités de lumière, l'ombrage et
l'obscurité augmentent la sensibilité des plantes>.

3. de l'~ de la plante (il est conseillé d'utiliser les plantes
au stade feui Iles cotyledonnaires)

4. de la nutrition des plantes (les plantes. jeunes et vigoureuses
sont sensibles d'une façon générale et Il apparaît aussi que
certains Ions P04--, K. , N••• augmentent ou abissent la sensibi
lité suivant le cas),

5. de la concentration de l'agent infectieux,

6. de la présence de substances inhibitrices d'infection, tanins,
mucopolysaccharides •.• Les virus transmissibles mécaniquement

sont relativement nombreux et très bien étudiés.
Un virus du haricot que nous avons étudié est également

transmissible mécaniquement.

5. Transmission par les insectes.

Un grand nombre de virus (la moitié environ) se transmet
tent par des insectes. Ces Insectes a~artiennent à divers ordres
dont le plus important est celui des Homoptères (cicadel les et
pucerons). La plupart de ces insectes ~ecteurs sont du type piqueurs
(Thysanoptères, Hétéroptères et Homoptères>. On Identifie des vec
teurs aussi parmi les insectes broyeurs: Coléoptères, Acridiens et
Forficules.

L'insecte devient infectieux à la suite d'une prise de nour
riture sur la plante virosée. Il transmettra ce virus lors d'une
alimentation ultérieure sur une plante saine. Les transmissions ont
1ieu suivant deux modes principaux:

- le mode non persistant: l'insecte acquiert le pouvoir
infectieux dès qU'il a piqué une plante malade. l' nele conserve
que peu de tempspc'est le cas le plus fréquent: virus de la mosaT
gue dei' 19na me , v i rus dei a pan a chu r e du pol vr 0 n . ..

- le mode persistant: l'Insecte n'acquiert le pouvoir
infectieux qu'après une incubation assez longue, après qu' i 1 ait
piqué la plante malade; il reste infectieux très longtemps, souvent
pendant toute sa vie.

C'est le cas du Virus de la Rosette verte ou chlorotique de
l'arachide par pucerons

du Virus du manioc par Aleurodes
du Virus de la mosaïque du maTs par Cicadel les.

Le virus du haricot que nous avons étudié est transmis par pucerons
selon le mode non persistant.

Ce type de transmission est strictement mécanique. Les par
ticules de virus adhèrent aux pièces buccales de l'Insecte qui les
transmettra à une plante saine dont il se nourrit. Le ...;,v...;i....r,..u,;;.s.;....._X;.......d..,;e;......._I.-a
pomme de terre est transmis de cette manière par une espèce
d'Acrididae. En Afrique il Y a le virus de la mosaïgue du Gombo
(OMV), le virus du riz (RYMV> transmis par Chrysomelldes.
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6. Transmission par le sol.

Certains virus sont transmis par des êtres vivant dans
le sol, tels que les nématodes ou les champignons inférieur
(Olpidiacées, Synchytriacées et Plasmodlophoracées).

Exemples:

• Les virus du groupe des ringspots des arbres fruitiers
et de la vigne sont transmis par des nématodes appartenant.au genre
Xiphinema. Le nématode Triahodorus transmet le virus du Tobacco
Rattle et celui du Tomato black-sing .

• Une souche particul ière du champignon OLpidium brassiaae
est le vecteur obi Igatoire du Big vein de la laitue et du stunt
(nanisme) du tabac. Polymyxa graminis est vecteur d'un virus du blé
ainsi que du rabougrissement de l'arachide.

7. Transmission par voie végétative.

Les virus peuvent se transmettre d'une génération à
l'autre par les organes de multiplication végétative: bulbes,
rhizomes, tubercules, stolons et boutures.

Comme exemples qui sont en étude au laboratoire de
Virologie à Adiopodoumé on peut citer le virus de la mosalque
Africaine du manioc transmis par boutures, le virus de la mosaTque
de l'igname transmis par tubercules.

B. Symptomatologie et gamme d'hôtes.

Le premier objectif des études de gamme d'hôtes et de
symptomatologie est de pouvoir caractériser un virus à identifier,
comme capable ou non d'induire des réactions locales ou systémiques
sur des plantes hôtes sélectionnées sur la base de leurs réactions
à des virus connus. Une tel le Information est très Importante pour
les étapes ultérieures de l'identification j en premier 1ieu, el le
peut donner directem~nt l'Identité du virus ou au moins ramener
l'investigation à un nombre réduit de posslbi lités, et permettre
ainsi des tests plus spécifiques. En second 1leu, t'information
sur la symptomatologie et la gamme d'hôtes est une donnée qu'i 1
faut toujours posséder pour la détermination finale au niveau de
la souche. Le second objectif important est la découverte d'un
test adéquat ou plante indicatrice qui réagisse localement et
quantitativement.

1. La symptomatologie.

L'activité d'un virus dans un végétal peut entraTner
l'apparition de symptômes particul iers local isés ou systémiques.

a) k~~_~ïme!2œ~~_!2~ê!!§~§ : ils sont caractérisés par
une réaction d'hypersensibi lité de la plante hôte en 1Imitant
l'infection virale à l'endroit Inoculé. Le virus du haricot que
nous avons étudié Induit des lésions locales nécrotiques sur
PhaseoZuB mungo et des lésions locales chlorotiques sur CuaumiB
sativus.
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b) 1~~_~~me!Qm~~_§~~!Qmlg~~§: ils apparaissent diabord
sur les organes les plus jeunes ou bien sur ceux inoculés, puis
gagnent tout le végétal. On peut distinguer entre autres les mosaT
ques, les panachures, les spottlngs p les chloroses, les nécroses,
les déformations fol iaires et les rabougrissements.

- Les mo saTque s. EIle s con sis t en t endes ait e r nan ces de
plages colorées en jaune, vert clair et vert foncé qui se dessinent
sur le limbe fol iaire ; on peut citer ici ta mosaïque du concombre
(Cucumber mosaic), la mosaT1ue du tabac (Tabacco mosaic>p la mosaT
que du haricot (bean mosaic ...

- Les panachures, ou "mottles", sont des décolorations
fol iaires ou florales; c'est le cas du mottle du poivron et du
piment (Pepper veinai mottle).

- Les spottlngs sont des taches de coloration vert foncé
ou au contraire de décoloration jaune. Ces taches sont rondes et
de tai Iles variables.

- Les chloroses. Elles consistent en un éclaircissement
et un j a uni s seme nt des t i s sus fol i aires, pou van t a pparait r e sur
toute la feuille; on peut retenir Ici la chlorose de l'épinard
due au virus de la mosaïque du concombre.

- Les nécroses. Ce sont de larges lésions brunâtres,
blanchâtres ou rougeâtres provoquées par la mort des tissus;
c'est le cas de la nécrose du poivron attaqué par le virus de la
mosaTque du tabac.

Les déformations foliaires. Le virus se multipliant
dans les jeunes feui Iles indult des déformations dans la morpholo
gie de la feuille. Le virus de la mosaTque du concombre sur tomate
provoque la formation de feui Iles effilées.

- Les rabougrissements. La plante est atteinte de nanisme
résultant d'un raccourcissement des entre-noeuds. Ce type de symp
tome s'observe chez la tomate atteinte par le "Tomato stunt", le
bunshy top" ou le lIStolbur virus". On le rencontre égaiement chez
l'arachide atteinte du rabougrissemer,t ou de la rosette.

2. La gamme d'hôtes.

La gamme d'hôtes regroupe les plantes-tests ou plantes
indicatrices dont les réactions caractérisent tel ou tel virus. Une
bonne gamme d'hôtes doit permettre le test et l'étude de la multi
plication du virus pour la détermination de ses propriétés biolo
giques dans le jus brut. Une bonne plante test doit être cel le qui
développe des symptômes distincts tôt après inoculation, et à
croissance rapide. Pour les inoculations mécaniques, la plante à
lésions locales est de loin la meilleure plante-test.

Comme exemple de gamme d'hôtes nous donnerons celui du
Virus de la MosaTque du Tabac (VMT) que nous avons identifié sur
des échantillons de tomates ramenés de tournée ...



Plantes hôtes

- Chenopodium amarantiaotor

- Nicotiana tabacum sam8un

- Nicotiana tabacum xanthi

- Cap8icum annuum

Nicotiana megaZo8iphon

- Niaotiana gtutino8a

Lycoper8icum escutentum

- Tetragona expan8a

- Sotanum metongena

- Datura inoxia

- Vigna 8inen8i8

7

Symptômes

- lésions locales chlorotiques Is~

lées devenant coa lescentes et
entraînant une nécrose générale
de 1a feu i Ile.

- mosaïque systémi que

- lésions locales nécrotiques

- lésions locales nécrotiques et
chute des feui 1les, nécrose
apicale

- réaction systéml que avec nécrose

- lésions locales nécrotiques

- mosaïque

- spots jaunes

- mosaïque

- lésions locales nécrotiques

.. 1és ions 1oca 1es nécrot 1ques pour
certaines souches, rien pour
d'autres.

C. Les propriétés biologigues.

Encore appelées constantes biologiques, el les expriment
la réaction des virus à l'égard des facteurs physiques et chimi
ques auxquels ils sont soumis. La confrontation des valeurs obte
nues avec des données établies peut permettre de résoudre certains
problèmes d'identification. Ces propriétés propres à chaque type
de virus sont déterminées à partir du jus brut Infectieux de la
plante virosée. Les plus couramment étudiées sont les suivantes:

- le point de dilution limite
- la résistance à la température
- la résistance à la desslcatlon
- la résistance à la congélation
- la résistance à la température ambiante
- la résistance à la refrigération.

1. Le point de di 1ution limite.

Il est défini comme étant la dilution limite à partir
de laquelle la quantité de matériel infectieux devient trop faible
dans le mi 1ieu pour pouvoir déterminer une infection. On peut
déterminer le point de dilution limite de la fa~on suivante:

De l'eau disti liée ou du tampon est réparti dans des
tubes a essais à raison de 9 ml par tube. On extrait du jus brut
du végétdl malade présentant des symptômes. On prélève 1 ml que
l'on transfert dans l'un des tubes d'essai s contenant 9 ml j le
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jus brut a donc été di lué 10 fois. De cette di lutlon on transfert
1 ml dans un autre tube à essais contenant 9 ml, l'on obtient un
jus d-Iué 100 fois. On continue ainsi l'opération à partir de la
dernière di lutlon à chaque fois. On inocule ces différentes dilu
tions à un hôte sensible de préférence à lésions locales. Le jus
brut dilution 0 servant de témoin, les réactions Indiquent à quel
moment le jus perd son pouvoir infectieux •

. 2. La résistance à la température.

Les virus n'ont pas du tout le même comportement à l'égard
de la température. L'élevation de la température d'une suspension de
virus provoque une inactivation Irréversible de l'agent infectieux
lorsqu'i 1 atteint le niveau thermal d'inactivation. Ce niveau carac
téristique de chaque type de virus est celui à partir duquel il Y a
désintégration des particules infectieuses et perte du pouvoir
pathogène du v 1rus. Il se situe généra 1ement entre 42°C et 92°C.
Le point de thermolnactivation peut être déterminé de la façon sui
vante :

On remp! it une série de tubes à hémolyse de 2 ml de jus
infectieux. Ces tubes sont successivement Immergées pendant 10 mn
dans un bain-marie thermostaté à une température donnée, puis
refroidis Immédiatement dans de la glace. Un tube non chauffé ser
vant de témoin, on inocule l'ensemble à des plantes tests et les
réactions pormettent d'établ ir la température à partir de laquel le
le virus perd son pouvoir pathogène. Le point de thermoinactlvation
du VMT est de 90°C.

3. La résistance à la dessication.

La desslcatlon des feui Iles provoque l'Inactivation plus
ou moins rapide de la plupart des virus. Le virus de la mosaïque
du tabac se révèle posséder une capacité de résistance très longue.
Le temps de résistance à la dessication peut être évalué en lais
sant sécher naturellement des feui Iles malades, et à en prélever
de temps à autre une partie que l'on inocule à des plantes tests.
Les réactions sont notées et l'on repèse le moment à partir duquel
l' Innoculum cesse d'être infectieux. Ce renseignement est très
précieux car il permet de conna1tre le comportement des vi rus dans
la nature.

4. La résistance à la température ambiante.

On se contente en général de la température qui règne au
laboratoire et qui tourne autour de 25°C. Pour la détermination on
se sert de tubes à hémolyse contenant 2 ml de jus infectieux. On
les laisse à la température du laboratoire et à périodicité déter
minée, un tube est prélevé, inoculé à une plante indicatrice. L'opé
ration est poursuvie jusqu'q perte de pouvoir infectieux de l' Ino
culum. On exprime en heures, jours, semaines, mois ou années ce
temps de résistance à la température ambiante.

5. La résistance à la congélation.

Le temps de résistance à la congélation varie lui aussi
suivant le type de virus; le procédé de détermination reste le
même que celui pour la résistance à la température ambiante. Les
tubes à hémolyse contenant chacun 2 ml de jus brut infectieux sont
mis à congé 1er (-20°C). Des Inoculations périodiques sont réal isées
et la perte du pouvoir Infectieux est obtenue lorsqu'aucune réac
tion ne fait suite aux inoculations sur une plante indicatrice.
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6. La résistance à la réfrigération (+4°C).

Comme pour la détermination des données précédentes, le
jus brut infectieux est mis dans des tubes à hémolyse. Ces tubes
sont gardés au frigidaire ~ une température avoisinant +4°C. De la
même façon, l'on procède à des inoculations périodiques qui permet
tront de déterminer le temps au bout duquel le jus perd son pouvoir
infectieux.

L'ensemble des données biologiques ainsi recuei Il ies
permet de caractériser le virus que l'on étudie et de le comparer
aux résultats des virus déjà décrits. Ils perpettent souvent de
déterminer le mode de conservation du matériel végétal pour étudier
plus profondément ce virus.

D. La purification.

C'est la technique qui effectuée sur du matériel végétal
malade permet d'obtenir une suspension de virus purifié, débarassé
de tous les débris végétaux et autres impuretés Issues des orga
nites cellulaires. Le virus purifié peut servir à la fabrication
d'antlsérums, à l'observation microscopique du virus, à l'étude
des propriétés physico-chimiques, à l'inoculation artificielle •.•
différents résultats qui aideront en définitive à une IdentIfica
tion sans ambiguité de ce virus.

La technIque de purification qui est spécifique à chaque
type de virus est souvent longue et implique de nombreuses opéra
tions. A chaque type de virus il correspond une méthode de purifi
cation; nous donnerons comme exemple celie employée pour un virus
de Riz: le Rice yellow mottle virus qui est un virus rond.

1. Broyage. Le riz malade est broyé dans 10 volumes de tampon
phosphate de sodium 0,1 M pH 5 contenant 0,2% de mercapto
éthanol.

2. Pressage du broyat à travers plusieurs couches de gasG.

3. Clarification du jus brut au chloroforme 25% pendant 15 mn.

4. Centrifugation du mélange pendant 10 mn à 4.000 g.

5. Récupération du surnageant.

6. Précipitation des grosses protéines par 20% de sulfate d'ammo
nium, élimination de ces protéines par centrifugation.

7. Précipitation du virus par addition de 20% supplémentaire de
sulfate d'ammonium.

8. Précipitation du virus par 20 mn de centrifugation à 15.000 g.

9. Remise en suspension du virus dans du tampon de broyage.

10. Elimination des protéines non dissolubles par une basse centri
fugation.

11. Concentration du virus par une ultracentrifugation de 75 mn à
48.000 rpm.

12. Remise en suspension du culot dans un faible volume de tampon
phosphate 0,01 M pH 7.

13. Elimination du matériel Insoluble par une faible centrifugation.
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E. Les propriétés physico-chimiques.

En Virologie Il faut considérer deux choses; soit que
l'on étudie la plante avec ses caractéristiques soit que l'on
étudie le vi rus en tant que tel.

1. Les propriétés des virus.

Les virus des végétaux peuvent se classer en cinq grou
pe simpo r tan t s s Ion 5 e réf ère à 1e ur for me :

- les virus en bâtonnets. Leur forme est rigide et al lon
gée les faisant ressembler à des bâtonnets. L'exemple typique est
celui de la Mosaïque du tabac.

- les virus sphériques ou isométriques. La capside est
une sphère parfaite dans laquelle se trouve l'ARN. L'exemple carac
téristique est la MosaTque du Concombre, leur tai 1le varie de 15 nm
de diamètre jusqu'à 100 nm.

- les virus bacolliforme : Ils sont la forme d'une bac
térie, l'exemple est le virus de la MosaTgue de la Luzerne.

- les virus fi lamenteux. Ils sont certainement les plus
nombreux, leur longueur varie entre 600 et 3000 nm mais la fréquen
te est 750 nm. L'exemple est le virus Y de la Pomme de terre.

- les virus en forme de boulet de canon. Ces virus plus
complexes avec deux enveloppes protéiques sont peu fréquents et ont
la particularité de se multipl ier dans leur vecteur. Exemple, la
Mosaïque du maTs.

Bien sûr cette classification est schématique et la véri
table classification des virus des plantes se réfère à d'autres
critères comme la vection, la teneur en ARN ... Les virus des plan
tes sont excessivement simpLes dans leur constltuion : leur Infor
mation génétique est portée par un acide le plus souvent ribonu
cléique CARN) qui est protégé par une enveloppe protéique ou
capside. Les virus des plantes sont parmi les plus petits virus
par râpport aux:vlrus animaux.

Différentes méthodes sont utilisées en Virologie pour
caractériser les virus: la spectr0;fhotométrle est l'absorption
caractéristique des virus dans l'ut ra-violet; la vitesse de
sédimentation obtenue par une centrifugation accélérée et qui
renseigne sur la constante de sédimentation à une température
donnée, la diffusion qui est la vitesse de transfert pour les
particules se trouvant dans de l'eau à 20°C et qui s'exprime par
la constante de diffusion, la mesure de la viscosité pour les
suspensions très pures de virus, la microscopie électronique qui
permet une observation di recte des particules, mobil Ité électro
ehorétique et point Isoélectriquej l'électrophorèse est une
méthode dont le principe repose sur le fait que certaines subs
tances se déplacent lorsque soumises à un champ électrique. Le
champ entralne la séparation des divers constituants en fonction
de leur vitesse de migration respective. C'est cette vitesse qui
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est appelée mobilité électrophorétlgue. La migration vers l'anode
ou la cathode d'pend de la concentration en ions hydrogène du
milieu c'est-à-dire du pH. Il existe une valeur du pH pour laquelle
il n'y a pas de déplacement. C'est la valeur du point isoêlectrigue.
Ces deux valeurs sont caractéristiques pour chaque virus.

2. Les propriétés des plantes virosées.

Ces propriétés encore appelées "tests-biochimiques" sont
des procédés de détaction et de caractérisation de maladies vira
les bien connues.

Les tests biochimiques en Virologie sont basés sur le
fait que diverses modifications apparaissent chez les plantes au
cours de l'Infection virale. Ces modifications consistent soit en
l'apparition de substances nouvelles, soit en la stimulation de la
productIon de substances normalement présentes et non pathogènes.
Les méthodes envisagées sont diverses: colorimétrie, spectrophoto
métrle, chromatographie, électrophorèse, précipitation .••

a) k~~_Qr2S~2~~_sQ12rlŒ~!rlg~~~font apparaTtre les pro
duits de la réaction de l'hôte à l'attaque du virus. On peut citer
à ce sujet le procédé de contrôle de l'état sanitaire pour la pomme
de terre: la présence du virus de l'enroulement de la pomme de
terre est prouvée par la réaction de coloration bleue que fait
apparaTtre le jus brut de plantes infestées traité avec le réactif
de Dlsche à chaud ou avec la diphénylamlne j le jus de plantes
saines traité dans les mêmes conditions donne une coloration verte.

b) E~r_!ê_~e~S!rQQQQ!Qill~!rl~ on a pu mettre directement
en évidence, chez les végétaux vlrosés, des substances qui seraient
les constituants des virus eux-mêmes. Les virus étant des nucléo
protéines, ont la propriété d'absorber certaines radiations situées
dans la zone de l'~ltra-violet. L'examen des courbes d'absorption
obtenues permet de déduire si oui ou non le matériel étudié est
sain ou vlrosé.

c) b9_SQrQŒ2tQ9r2eQl~_~!_1~§!~S!r2QQ2r~~~ont été égale
ment uti 1Isées à l'identification biochimique des virus des plan
tes: le vi rus de 1a MosaTgue du tabac a pu être détecté par chro
matographie sur papier dans des extraits de ce végétal; l'empla
cement du virus chromatographié a été révélé à l'aide d'un réactif
à l'Arginine. Par la chromatographie et l'électrophorèse sur papier
on a aussi recherché un test de détection du virus de l'enroule
ment de la Pomme de terre; on a pu ainsi découvi r l'accroissement
du taux de protéines totales et du nombre de fractions protéiques
dans les échanti 1Ions contaminés. L'électrophorèse sur papier a
servi de moyen de détection du virus X de la pomme de terre dans
les tubercules de cette plante hôte.

d) k9_Qr~slel!2!19D a été aussi uti lisée comme méthode
de diagnostic. On retiendra à ce sujet la réaction par précipita
tion pour la détection du VMT et du virus X de la pomme de terre,
à l'aide du Ncl ou de l'acide lactique comme agents préclpitants.
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F. La Sé ro 1og i e.

La découverte du caractère antigénique des virus des
plantes â permis l'élaboration de cette méthode d'identification.

En effet des substances étrangères appelées antigènes
provoquent dans l 'oganisme de certains animaux où el les sont Intro
duites, l'apparition d'autres substances appelées anticorps. Les
corps qui sont susceptibles d'induire une tel le réaction sont- le
plus souvent des protéines, des polyaccharides. Les anticorps sont
des protéines généralement du groupe des globul ines. L'anticorps
et l'antigène qui l'a induit, mis en présence l'un de 19 autre,
réagissent spécifiquement et la réaction peut être mesurée in
vitro par divers procédés. De cette façon un antigène (un virus par
exemple) peut être détecté et identifié par son anticorps.

On appelle antisérum ou immurisérum un sérum qui contient
des anticorps spécifiques d'un antigène. En virologie un sérum
normal est un antisérum réagissant avec les protéines de la plante
non virosée ; un antisérum est homologue à l'égard de l'antigène
qui l'a induit et hétérologue envers tous les autres antigènes. Le
titre d'un antisérum est la plus grande dilution à laquelle chacun
de ceux-ci est capable de réagir respectivement avec une quantité
déterminée de son homologue.

1. Prépération des antisérums.

Différentes étapes interviennent au cours de la prépara
tion des antlsérums qui vont de la recherche du bon végétal source
pour le virus à la bonne purification du virus puis à son injection
à l'animai destiné à fournir l'antisérum.

Après une bonne identification, une parfaite purifica
tion du virus débarassé des éléments normaux de la plante, 19 antl
sérum est obtenu par injections périodiques du jus vlrosé dans
un lapin. Après la formation des anticorps, le sang de l'animal
est récolté et on en receui Ile le sérum par centri fugation après
coagulation. Le contenu en anticorps est contrôlé en présence de
l'antigène correspondant, le titre déterminé; le sérum est con
servé en le di luant de moitié avec du Glycérol ou en le congélant.

2. Les procédés d'identification sérologiques. Ils sont
nombreux, nous donnerons ici les plus utilisés.

a) 1ê_r~êS!12~_9~_~r~sl~1!ê!12~qui est couramment uti 11
sée partdu principe suivant: quand une préparation d'un wirus est
mise en présence de son antlsérum spécifique, un précipité apparaît,
qui peut être observé de diverses façons:

- Précipitation en tubes qui consiste à mélanger dans ces
tubes en verre, du jus végétal à tester, préalablement centrifugé,
avec son antisérum. Le mélange est placé en incubation à tempéra
ture déterminée, dans un bain d'eau. L'apparition d'un précipité
Indiquera que la réaction est positive.

- Précipitation sur lames est basée sur le même principe
précédent. El le consiste à mélanger sur une lame porte objet, une
goutte de jus végétal avec une goutte d'antisérum. Après une incu
bation pendant quelques minutes, l'apparition d'un précipité
d'aspect floconneux signifie que le test est positif. Le précipité
peut être bien observé à la loupe binoculaire ou au microscope sur
fond noir. Cette technique est très rapide et convient parfaitement
aux essais en grandes séries.
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- Précipitation en boites de Pétri ICI les réactions
sont réal isées respectivement à partir de jus clarifié et non cla
rifié, sur le fond d'une boite de Pétri recouvert d'un mince fi lm
transparent d'un produit hydrofuge, le llFormvar". Ce dernier a pour
rôle d'empêcher l'étalement des gouttelettes formées par le mélange
antlsérum et anticorps; les gouttelettes sont ensuite recouvertes
avec précaution d'une couche d'hui le de paraffine qui empêche l'éva
poration des gouttelettes.

- La méthode de la double diffusion. Sans aucun douteest
est la méthode la plus uti 1isée en virologie classique. La techni
que consIste à faire des réservoirs dans une couche d'agarose à
0,6% dans lesquels on dépose l'antisérum d'une part et l'antIgène
d'autre part. Ces substances migrant par diffusion dans le gel
d'agarose et lorsqu'elles se rencontrent Il Y a précipitation et
formation d'une bande visible. Cette technique permet d'identifier
sans aucun doute possible les virus et même de savoir s'il s'agit
de la même souche ou non. L'inconvénIent de cette méthode est
qu'el le ne marche bien qu'avec les virus sphériques.

b) 1~_Q~~!r2!1~ê!lQD_Q~_QQ~YQlr_lQf~f!1~~~: ce procédé
par de 1a constatation sul vante: un vi rus mi s en présence de son
sérum homologue précipite, et le mélange inoculé à des plantes
tests du virus considéré ne manifeste plus de pouvoir Infectieux.
On dit qu'i 1 y a neutralisation du pouvoir Infectieux.

G. La microscopie électronique.

La microscopie électronique est capable de donner les
renseignements suivants sur les particules virales: la taille de
la particule, sa forme, sa structure interne et externe, des états
d'aggrégatlon ou de cr~stal lisation, des analyses quantitatives .de
suspensions de virus.

Une méthode couramment uti 1isée pour la détection rapide
de virus dans les plantes malades est la dlp method ou "dlpplng".
Elle consiste à déposer une goutte de jus brut sur une grille de
microscopie électronique carbonée.On réal ise ensuite une coloration
négative à l'acétate d'Uracycle ou au formiate d'Uracycle ou encore
au phosphotunstate. Il faut cependant préciser que la dip method
est applicable surtout aux virus à particules al longées, car les
jus non purifiés des plantes malades contiennent des constituants
normaux des cel Iules qui sont essentiellement de forme sphérique
et de même gamme de tail le que les virus ronds.

L'isolement du virus et sa putlflcation permettront la
préparation d'échanti lions à examiner au microscope électronique.
Une goutte de la suspension puri fiée est déposée sur une grille,
recouverte au préalable d'un fi lm de collodion carboné. Les virus
sont ensuite colorés négativement (le colorant pénètre dans le
virus), avec par exemple de l'acétate d'Uracycle à 0,5%. Les
gri Iles peuvent alors être observées di rectement au microscope
électronique.
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III. QUELQUES RESULTATS EXPERIMENTAUX SUR L'ETUDE D'UN VIRUS DU
HARICOT.

Il s'agit de la suite de l'étude commencée au cours du
trimestre précédent sur une souche de virus désignée GHl selon le
code propre au laboratoire. Cette souche a été Isolée de haricot
récolté dans la localité de Gagnoa en Côte d'Ivoire, présentant
une forte mosaTque.

A. Symptomatologie.

Comme plantes tests assez bonnes pour l'expression des
symptômes du GHl on peut retenir les trois espèces suivantes:

PhaseoluB mungo qui réagit par des symptômes localisés
nécrotiques.

- Vigna ainenBia black eye répond par des symptômes
systémiques de mosaïque vert clair-vert foncé sur les
jeunes feui Iles; ces symptômes disparaissent quand
les feui Iles vlei Il issent.

- Niootiana glutinoBa réagit aussi par des symptômes
systémiques de mosaTque vert clair.

B. Gamme d'hôtes.

La gamme d'hôtes suivante a été établ ie pour le GH1.



- Fig. 1 Symptômes du virus de la mosaïque du haricot inoculé sur
Vigna sinensiB black eye à gauche feui' le saine, à droite
feui 1 le malade à symptômes systémiques.

- Fig. 2 Symptômes du virus de la mosaT
que du haricot inoculé sur Vigna
BinenBis black eye : lésions
locales nécrotiques.

- Fig. 3 Symptômes du virus de la
moSè~dU haricot inoculé
sur eot~ mungo :
lésions locales nécrotiques.
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1

PLANTES HOTES SYMPTOMES 1-
__p_r_é_s"'1e_n_c.,.;;s__ 11éventue Ile

Locale Systé-
mique

Nicotiana c~eve landii

fève de Sévi t le

Nicotiana attennata torr.

Nicotiana tabacum Samsun NN

1 Nicotiana te~
Niootian.a tabaewn xanthi

Niootiana glutinosa

Nicotiana panicuLata

1 Nicotiana rustica

Niootiana tabacum Samsun +

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

o
o
o
o
o

légers symptômes

légers symptômes

o
o

o
o

ri ngspots

mosaTque

o
o

marbrures et déformations foliaires

lésions locales chlorotiques

ri ngspots

ringspots

Nicotiana benthœmiana

Nicotiana hybridB chroystie

1 Niootiana megalosiphon

1 Nicotiana tabacum xanthi nec.

AraOhis hypogea

1 Beta vulgaris
Capsicum frutesoons

Ghenopo~um ~tioolor
i
f Cucunris sativus
1

1

1

Nicotiana V'Îsoosa

Petunia nain mandarin

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

locales

o
o

lésions locales nécrotiques

ringspots

o
déformations foliaires

mosaTque, lésions nécrotlques

mosaTque + défromatlons

o
o

lésions locales nécrotiques

spottlngs

eye

1 PhaseoLus mungo

1 Physalis j20ridana
l, ken
1 Physa~is alke gii

Pisum sati1JWTl
1 Soja

Tetmgona e~ansa

Torenia foumieri,
1 Tomate
1 Vigna sinensis black

1 Vigna unguicuLata

o = pas de symptômes

+ = contrôle positif

= contrôle négatif.
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Pour chaque espèce hôte inoculé, lia été effectué un
retour vers Phaseolus mungo pour s'assurer de la présence éventuel
le du virus.

Phaseolus mungo hôte à lésions locales nécrotlques,
permet un contrôle rapide et les symptômes s'expriment au bout de
48 heures au maximum. De plus les symptômes sont distincts et
permettent une estimation de la concentration de l' inoculum en
particules virales. Grâce à ce contrôle rapide sur PhaseoZus mungo
nous avons pu déceler que la plupart des plantes hôtes symptomless.
contenaient cependant le virus GHl à des concentrations élevées et
pouvaient donc être uti 1Isées comme plantes sources. Ainsi en plus
de Niootiana gLutinosa et Vigna sinensiB black eye qui sont des
hôtes à réactions systémiques nous avons retenu les hôtes symptom
less suivants, comme plantes permettant une bonne multiplication
du GHl ; Niootiana tabaoum Samsun NN, Petunia nain mandarin,
Topenia foupniepi.

C. Propriétés blologlgues.

1. Température de thermoinactivation : 50°C - 55°C
2. Résistance à la congélation (-20°C) : plus de 22 Jours
3. Résistance à la refrlgératlon (-4°C) : non effectuée
4. Résistance à la température ambiante: 48 heures
5. Point de dilution limite: 10- 2

- 10- 3
•

Ces résultats sont obtenus à l'issue d'un essai unique
et demande à être confirmés par plusieurs séries d'essais.

D. Expérience de transmission par pucerons.

Dix pucerons Aphis aitpiooLa récoltés sur arachide, ont
permis la transmission positive du virus GHl de Vigna sinensis
black eye à Vigna sinensis black eye au stade feui 1les coty lé
donnalres. Nous avons travai lié avec les conditions suivantes

- récolte des pucerons qui sont mis au jeun pendant 3 heures

- al imentatlon des pucerons sur des jeunes feul Iles présentant
de beaux symptômes pendant 15 minutes

- transfert des pucerons aInsi traités sur des Vigna sinensis
black eye au stade feui' les cotylédonnaires à raison de 10
pucerons par plante

- les pucercns passent la nuit sur les plantes dans le labora
toi re

- le lendemain matin, traitement des Vigna à 'l'insecticide et
mi se en se rre.

Résultat: les premières feui Iles vraies de tous les Vigna (10)
ainsi traités présentent des symptômes de mosalque semblables à
ceux obtenus par Inoculation mécanique.

Contrôle: Ces feuil les présentant les symptômes sont broyées
dans du tampon d' Inoculation et Inoculées à des PhaseoLus mungo
qui réagissent au bout de 48 heures par des lésions locales nécro
tiques caractéristiques de cel les causées par le virus GH1.
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Conclusion: le virus GH1 est transmissible de Vigna sinensis black
eye à Vigna sinensis black eye, par pucerons et suivant le mode non
persistant. Il restait à savoir le pourcentage de cette trensmis
sion en déposant un seul puceron contaminé par plante.

Nous avons essayé de conna1tre ce pourcentage de trans
mission en partant de 120 Vigna qui ont reçu chacun un (1) puceron.

A l'apparition des premières feuilles vraies de ces plan
tes ainsi traitées nous n'avons pas observé des symptômes typiques
comme cela a été le cas en partant de la pucerons. Nous avons quand
même contrôlé les Vigna par le même procédé d'inoculation retour
sur Phaseolus mungo et nous avons obtenu les résultats suivants:
sur 20 Vigna contrôlés quatre (4) ont donné une réponse positive,
ce qui nous donne un pourcentage de transmission de 20%.

E. Expérience de transmission par graine.

A ce sujet nous rappellerons simplement qu'un contrôle
unique de Vigna issu dG graine récoltée de plante malade a donné
une réponse positive. Le temps de stage trop court ne nous a pas
permis de confirmer ce résultat et éventuellement d'estimer le
pourcentage de transmission par cette voie. Nous disposons actuel
lement de graines issues de plantes malades (confirmé par contrôle)
et ce point important pour l'étude du virus GHI pourra être
éc 1a 1rc i .

F. Sérologie.

1. Préparation de la boîte de gélose.

Pour 100 ml d'eau il faut 0,8 d'Agarose, 0,25 g d'Azlne
(NaN3). L'eau est mise à chauffer jusqu'à ébulltion puis on ajoute
l'Agarose très doucement sans arrêt du chauffage et sous agitation
jusqu'à dissolution complète de l'Agarose. On laisse refroidir et
l'on ajoute l'Azlde lorsque la température tombe à 50°C, toujours
sous agitation jusqu'iJ dissolution de l'Azlde. Le mi lieu ainsi
préparé est réparti dans des boltes de Pétri rectangulaires plates
en évitant les bul les. Après refroidissement on réal ise des trous
dans l 'Agarose à l'aide d'un emporte pièces suivant un schéma
classique: on prévoit un trou central qui recevra l'antlsérum et
d'autres trous équidistants de celui du centre et qui recevront
les suspensions de virus que l'on veut tester contre l'antisérum.

2. Préparation des dilutions de l'antlsérum.

On réalise une gamme de dilutions de l'antisérum avec du
sérum physiologique (NaCI à 9%0). Di lutions 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
1/32,

3. Mise en route du test.

L'antisérum est Introduit dans le trou central et les
suspensions de virus dans les trous périphériques. La botte ainsi
préparée est gardée au frigidaire et examinée à temps régulier
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sous lumière fluorescente. Lorsque l'antlsérum est homologue à un
virus donné, il apparaît un arc de précipitation fluorescent entre
le trou central contenant l 'antisérum et le trou périphérique
contenant la suspension de virus.

Cette méthode très sensible a été utilisée pour l'étude
sérologique de nombreux virus dont une trentaine de souches du
virus de la mosaTque du concombre.

Concernant le GHI nous avons effectué deux essais et qui
ont don né des ré s u 1"'Ia t s né ga tif s .

- Test du GHl contre l'antisérum Peanut stunt (souche W
et souche E). Avec des jus bruts de Niaotiana glutinosa et Vigna
sinensis inoculés avec du GHI et présentant des symptômes systémi
ques caractéristiques.

- Test du SHI contre l'antisérum MosaT ue du concombre
souche Côte d Ivoire di lue 1 2 avec glycerol. Avec du jus brut
Infectieux de Nicotiana gtutinosa et de Vigna oinensis. Ces répon
ses négatives signifieraient que le GHl n'est lié sérologiquement
ni au Peanut stunt ni à la mosaTque du concombre souche Ivoirienne.

G. Purification.

Pour mettre une purification au point la technique em
ployée est de suivre l'infection des jus que l'on purifie à chacune
des étapes; pour cela nous Inoculons une fraction des solutions
detenues à quelques PhaseoZus mungo afin d'avoir une réponse en
48 he ures.

1. Tampon de broyage: nous avons essayé 6 tampons différents
et c'est le Tampon phosphate mercapto éthnaol qui nous a donné le
meilleur résultat. Sa comparaison est la suivante

Phosphate de K+ O,02M, )
Mercapto-2-éthanol 0,2% ) pH 7,2

2. Durée du temps de broyaga un temps de quarante cinq
secondes (45 s) de broyage au lI mixer waring" conservé au froid
avant l'opération, donne un jus très infectieux.

3. Clarification: après avoir testé cinq méthodes différen
tes, celle au Chloroforme nous a donné un bon résultat avec le
rapport des volumes de l volume de chloroforme pour 2 volumes de
jus brut.

4. Conservation du pouvoir infectieux à la spermidlne phos-
phate : ce produit est connu pour sa propriété de stabl 1 i

sant de certains virus; nous l'avons Incorporé donc au tampon de
broyage avec l'espoir de voir augmenter la résistance à la tempéra
ture ambiante du laboratoire de ce virus, qui rappelons le est de
48 heures. La concentration de spermidine uti 1isée est de 0,001
~1olaire, mais nous n'avons pas obtenu une mei Ileure stabi lité du

virus. Nous avons également utilisé la Formaldehyde à 0,2%
dans le tampon de broyage, toujours dans le m~me objectif de con
servation du pouvoir Infectieux et tes résultats ont été négatifs.
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Sans doute faudrait-II poursuivre dans le même objectif
et faire des essais avec plusieurs de ces produits afin de stabi 1i
ser les particules virales plus longtemps.

Malgré cette perte énorme du pouvoir infectieux, nous
avons pu quand même recuei 1Il r plusieurs culots infectieux après
Rotor 50 à partir de Torenia fournieri~ Niaotiana gZutinosa et
Vigna sinensis black eye. Avec l'un de ces culots nous avons obtenu
le spectre d'absorption suivant

Longueur d'onde 310 300 290 280 270 260 250 245 240 230

Densité optigue 58 126 418 850 1240 1450 1290 1160 1040 1700

260/280 = 1 F 706

M/m = 1,394

DO Total = 290.000 soit environ 40 mg.

5. Conclusion.

En comparant la gamme d'hôtes de ce virus de la MosaTque
du haricot avec celle d'autre vi rus déjà décrits, Il apparait que
ce virus pourrait être le virus de la Mosaïque du concombre ou du
moins une de ses souches. Les propriétés biologiques déterminées
nous confi rment d'ai lieurs ces présomptions. C'est pourquoi nous
avons testé ce virus contre les antisérums du Peanut stunt virus,
voisin de celui de la MosaTque du concombre (CMV) ainsi que celui
de la Mosaïque du concombre souche Côte d'Ivoire. C'est aussi la
raison pour laquel le nous avons employé la méthode de purification
du CMV. Les échecs rencontrés dans ces deux derniers domaines peu
vent s'expliquer par l'instabilité de cette souche qui semble se
dégrader très rapidement in vitro. Ce problèmes pourront être
résolus avec l'emploi d'agents stabi 1isants tel que la 2 amlno
propylen diamine et nous pourrons alors tester sérologiquemenf
cette souche.
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IV. ESSAIS D'IDENTIFICATION DE VIRUS FILAMENTEUX DE LEGUMINEUSES.

A. Introduction.

Dans la parcelle de collection des légumineuses du S.LB.
(Ser~ce d'Expérimentation Biologique) à Adiopodoumé, nous avons
observé de nombreux symptômes sur la plupart de ces plantes et en
particul ier sur les espèces suivantes.

- C~itoria rubiginoBa symptômes de mosaTque vert clair,
de spottings et de panachures sur les feuilles.

- Canavalia ensiformis mosaïque vert foncé et légères
déformations des feui Iles.

- Tephrosia erenbergiana vein banding.

- Desmodium gangetiaum mosaïque.

- Crotalaria astrorulens mosaïque.

- Glyaine javaniaa énations plus mosaïque.

- Cassia oacidentalis mosaïque et spottings.

- Phaseo~u8 (indéterminé) spottings.

Lep rob 1ème qui sep 0 s e est b i e n sûr, des a v0 i r sice s
symptômes sont l'expression de l'action d'un seul et même virus
sur des hôtes différents ou au contraire de virus di fférents
inféodés chacun à un hôte précis.

La résolution de ce problème, objet du travai' qui vient
de commencer doit aboutir à l'identification du ou des virus de
colle~tlon de légumineuses. Il faut préciser que d'après des ren
seignements fournis par des observations au microscope électronique,
la forme fi lamenteuse semble admise pour ces virus de légumineuses.

Nous avons 1Imité notre travai 1 sur les espèces Clitoria
rubiginosa" Canavalia ensiformis, Phaseolus (indéterminé) et
Crotalaria a8troru~ens.

B. Gammes d'hôtes.

(voir tableau suivant)



- Fig. 4 Symptômes du virus de la mosaT
que de Canavalia ensiformis ino
culé sur Canavalia ensiformis.

- Fi g. 5 Symptômes du vi rus de 1a mosaT··
gue de Canavatia ensiformis
inoculé sur Cassia oaaidenta
lis.

- Fig. 6 Symptômes du virus de la mosaT
que de CanavaZia ensiformis
inoculé sur Crotalaria astro
rulens.

- Fr g. 7 Symptômes du virus de la mosai
que de Canavalia ensiformis
inoculé sur Phaseolus indéter
miné.



Plantes hôtes V1rus de Canavalia Vi rus de CZitoria Vi rus de PhaseoZus Vi rus de CZota-
ensiformis rubiginosa i ndéterml né na astroruZens

- PhaseoZus i ndétermi né spottings 0 spottings spttings

- PhaseoZus atropurpurens 0 0 0 0

- Crot:a[aria anagyroides - G rr.osôicue "v
- CrotaZaria astragaZir:.a - " r'losaïque C'J

- CrotaZaria ast ro ru Lens mottle et vein clearing 0 mosaïque mosaïque

- CrotaZal'ia retusa - 0 spottings + vein c lear. 0

- Cassia oaaidentaZis vein bauding et mottle 0 mosaïque mosaïque

- Araahis hypogaea 0 0 0 -
- Niaotiana gZutinosa 0 0 0 -
- Niaotiana tabaaum Xanthi 0 0 0 -
- Niaotiana megaZosiphon 0 0 0 -
- PhaseoZus mungo 0 0 - -
- Canava Zia ensiformis mosaïque + déformations 0 - 0

- Vigna sinensis unguiauLata 0 0 - -
- CZitoria ternatea 0 - - -
- CrotaZaria usaramoensis vein bauding + mottle - - -
- Centrosema pubesaens 0 0 - -
- Capsioum frutesaens TCA 14 0 0 0 -
- CrotaZaria Longi tyrsa - 0 - -

o = pas de symptômes

non testé.
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c. Essais de transmission par pucerons.

Des essais de transmission par pucerons ont été effectués
pour les quatre virus dont nous avons essayé la transmission méca
nique; des pucerons Aphis gossypii sont placés à jeuner pendant
3 heu r es, a 1i me ntés sur un El pla nte mal ade pen dan t 15 mn, p u i s
transférés sur les plantes hôtes à raison de dix (10) pucerons par
plante. Les pucerons sont tués à l'insecticide après avoir passé
une nuit sur les plantes hôtes. Nous livrons Ici les essais effec
tués et les résultats enregistrés.

1. Virus de Canavalia ensiformis.

Passage de Canavalia ensiformis à Canavalia ensiformis, résultat
pos! ti f .

• Passage de CanavaZia ensiformis à Phaseolus indéterminé, résultat
positif.

Passage de Canavalia ensiformis à Araahis hypogaea, résultat
négatif.

2. Virus de Clitoria rubiginosa.

Passage de Clitoria rubiginosa à Clitoria rubiginosa résultat négatif.

" " à Canavalia ensiformis "
il " â Phaseolus 1ndéterml né Il

" " à Arachis hypogaea "
11 " à Crotalaria anagyroides "
" " à Crotalaria astragalina "
rI " à Crotalaria astrorulens "
" " à Cassia oacidentalis 11

Il " à Crotalaria retusa "
" " à Crotalaria usaramoensis "

3. Virus de Phaseolus indéterminé

• Passage de Phaseolus indéterminé à

" " à

Canavalia ensiformis

Phaseolus indéterminé

résultat négatif

"
" à Arachis hypogaea "

4. Virus de Crotalaria astrorulens.

Passage de Crotalaria astrorulens à Canavalia ensiformis

" " à Phaseolus 1ndéterm iné

résultat négatif

"
Il " à Arachis hypogaea "
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D. Concl usion.

Ce travai 1 sur les virus de la collection des légumineu
ses vient de commencer, le problème à savoir s'il s'agit d'un même
vi rus ou de vi rus dl fférents inféodés chacun à une légumi neuse est
loin d'être résolu. Nous pouvons cependant rappeler en résumé quel
ques résultats obtenus.

1. Le virus de Canavalia ensiformis ost transmis mécanlguement à :
CanavaZia ensiformis~ Cassia oaaidentatis~ Phaseotus indéterminé,
Crotalaria usaramoenis. De plus nous avon s ré us sil a t ran sm i s
sion par pucerons à Canavalia ensiformis et à Phaseolus Indé
terminé.

2. Le virus de Phaseolus indéterminé.

Transmission mécanique: à PhaseoluB Indéterminé, Cassia oaai
dentaZis 3 CrotaZaria anagyroides~ Crotalaria astragalina~
Crotalaria astrorulens.

3. Virus de Crotalaria astrorulens.

Transmission mécani9ue à : Crotalaria astrorulens~ Phaseolus
indéterminé et Cass~a oaaidentalis.

4. Virus de Clitoria rubiginosa.

Les essais de transmission mécanique et par pucerons se sont
révélés négatifs.

Il est très diffici le de conclure d'après ces quelques
résultats. Cependant il semble que par les gammes dihôtes on puisse
déjà di fférencier les virus de Canavalia~ Crotalaria et PhaBeol~s ;
des trois, seul celui de Canavalia est transmis par pucerons
Aphis gossypii. Cependant ces résultats doivent être confirmés par
d'autres techniques car les légumineuses contiennent souvent des
substances inhibtrices qui empêchent la transmission mécanique
(ce pourrait être le cas pour le virus de Clitoria) ou bien la
limite à la plante homologue ou bien à des plantes très voisines.
Néanmoins la facile transmission du virus de Canavalia par Aphis
gossypii semble démontrer qu'i 1 soit bien différent des autres
virus à moins que ces Aphis refusent de s'alimenter sur les autres
légumineuses? Il faudra donc effectuer d'autres expériences pour
conclure à ce sujet. En ce qui concerne le virus de Canavalia
nous pouvons, par recoupements bibl iographiques, penser qu' il
s'agisse du Peanut mottle virus, il faudra compléter la gamme d'hô
tes et faire les propriétés biologiques pour savoir si c'est le
cas.
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v. BIBLIOGRAPHIE.

Oans cette partie bibl iographlque nous avons essayé de
présenter quelques 1Ivres qui traitent de la Vir~logle des plantes
et au travers desquels on peut trouver des méthodes de travai 1
aussi bien pour le chercheur au laboratoire que pour le Phytovi
rologue qui assure la survei Ilance des cultures. Il s'agit bien
sûr d'ouvrages disponibles au laboratoire de Virologie à Adiopo
doumé.

A. Symptoms of virus diseases in plants: par BOS L. (with
indexes of names of symptoms in Engl ish, Dutch, German,
French, Itallan and Spanich) 2ème édition.

Dans cet ouvrage l'auteur accorde à la symptomatologie
la place il'lportante qu'elle mérite. En effet la symptomatologie
qui risque d'être négl igée avec l'avènement des méthodes de dia
gnostic modernes (sérologie, microscopie électronique), permet un
diagnostic rapide des maladies virales en champs. De plus pour
l'agriculteur la nature des symptômes détermine la nature et
l'étendue des virus sur la récolte. On y trouve une bonne étude
de la pathogenèse des virus et on fait connaissance avec tes
déviations chez les plantes qui ressemblent à des symptômes de
maladies virales.

B. Identification of plants viruses. Methods and experiments
par NORDA~1 D.

Ce 1ivre de Virologie générale est un cours dont les
exercices ont pour but de faire acquérir à l'étudiant, des métho
des qui sont en usage pour l'identification des virus; il traite
principalement des aspects phytopathologiques de la virologie des
plantes. Cet ouvrage présente en ses dernières pages des planches
avec des photos en couleur de certains types de symptômes.

C. Principes and techniques in Plant-Vlrology
et AGRAWAL H.O.

par KA DO C. 1•

Cet ouvrage contient vingt chapitres groupés en quatre
sections (Biologie des virus des plantes - Transmission des virus
des plantes - Isolement des virus des plantes - Phytobiologie et
mutation). Cet arrangement a été fait suivant un point de vue
expérimental iste qui est le suivant: un virus non Identifié doit
être transmis à un hôte approprié, puis sa biologie est étudiée
in vitro et in vivo, puis purifié et caractérisé et finalement i J

est uti lisé comme modèle en virologie.

D. Plant virology : par CORBETT M.C. and SISLER H.D.

Ce livre est la somme d'une série de communications et
d'exercices de laboratoire présentés lors de la Session d'été en
Virologie des plantes qui s'est tenue à "Université de Maryland
du 24 juin au 26 août 1963. Le but de ces cours est de fami Ilari
ser les étudiants avec les données fondamentales et récentes de
la Virologie des plantes. Cet ouvrage semble destiné surtout aux
spécialistes.
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E. Les virus des végétaux, leurs propriétés et leur identIfica
tion : par SOMMEREYNS G.

(2ème édition revue et corrigée)

c'est un ouvrage en français réalisé au sein d'un labora
toire de Phytovirologie ; Il est destiné aussi bien au chercheur
dans son laboratoire ou sa serre d'expérimentation qu'au praticien
au cours des randonnées à travers les cultures.

F. Maladies des plantes maraTchères : par MESSIAEN C.M. et
LAFON R., I.N.R.A., 2ème édition.

Par cet ouvrage, les auteurs ont voulu porter à la ·con
naissance de tous ceux qui s'Intéressent aux cultures maraÎchères,
les informations sur les maladies de ces cultures: maladies dues
aux champignons - maladies dues au bactéries - maladies dues aux
virus - maladies dues aux nématodes.

Les données générales groupées dans les premiers chapi
tres permettent aux praticiens de connaître plus facilement les
maladies dans leurs cultures et d'en déduire le mode de lutte
auquel ils doivent avoir recours.

Le praticien phytovirologue tout en s'intéressant aux
parties consacrées aux virus pourra s'informer sur les autres mala
dies non virales mais dont les symptômes interfèrent souvent avec
des maladies virales.
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VI. CONCLUSION GENERALE.

La période de six mois passée au laboratoire de Virologie
a permis de nous fami 1iariser avec certaines des méthodes et tech
niques de travai 1 en virologie des plantes.

Nous avons pu apprécier par la même occasion, grâce à un
travail sur un virus du haricot, goutes les difficultés que le
chercheur doit résoudre à chacune des étapes multiples qui condui
sent à une identification parfaite de l'agent pathogène viral
d'une maladie donnée.

L'agent de Survei Ilance et de Protection des végétaux
que nous sommes appelé à devenir pourra, grâce à cette
formation, accomplir le travail de détection en champ de certaines
des principales maladies virales courantes dans les zones tropica
les, effectuer des essais prél iminaires de sélection qui permet
tront d'éliminer les variétés trop sensibles.

Bien sûr l'approfondi ssement du travai 1 en vue d'une
identification parfaite ne pourra être réal isée que dans un Centre
de recherche bien équipé où les échanti lions pourront être envoyés.




