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INTRODUCTION

La connaissance des virus des ~alvacées remonte assez

loin dans l'histoire des virus des plantes puisque, en 1868, le

sympt8me de "variegation" ~ur l'Abutilon (Abutilon striatum Dicks.

cv. Thompsonii) a été signalé dans un journal d'agronomie anglais.

La plante aux jolies feuilles mosaïquées de vert et de jaune a été

rapportée du Brésil ou du Guatémala. Les horticulteurs trouvent

rapidement que la "variégation tl n'est pas transmise par graine

mais seulement par bouture et greffage (Klinkowski, 1967). D'apr~s

Bawden (1950), aux environs de 1870, l'Abutilon malade est devenu

une plante ornementale très populaire. Il faut attendre 1904 pour

que Baur s'y intéresse d'un point de vue scientifique; il décrit ce

qu'il appelle la chlorose infectieuse des Malvacées ('1nfektiBse

Chlorose der Malvacee~) et pense que l'agent causal de la mosarque

n'est pas un organisme vivant mais une substance infectieuse parce

que les plantes malades placées à côté des plantes saines ne les

contaminent pasJ Alors que la notion de virus est née, Orlando et

Silberschmidt publient 6n1946, leur travail sur la transmission de

la chlorose des ~alvacées par Aleyrodes, réalisé dans le pays d'o­

rigine de la maladie, c'est à dire au Brésil. De 1950 à 1965, de

nombreux virus des Malvacées sont décrits et étudiés dans divers

pays tel le "Yellow vein mosaic" d'Hibiscus esculentus signalé aux

Indes (Capoor and Varma, 1950), tel encore le "Malva vein clearing"

en Allemagne étudié par Hein (1956), et bien d'autres. Pendant

cette période, la chlorose infectieuse fait toujours l'objet de

plusieurs articles, au Brésil, où eDe est maintenant appelée:

"Abutilon mosaic virus" (AMV) et en 1965 le virus est observé en

microscopie électronique (Sun).
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La mosaïque et le 19 vain bb.nding" de H. esculentus

n'ont jamais été décrits jusqu'à présent. Nous les avons obser­

vés pour la première fois dans les champs de la Station d'Expé­

rimentation Agricole de Bouaké à la fin du mois de décembre 1968.

La maladie avait atteint 50~ des pieds alors agés de trois semai­

nes et avait nettement retardé leur croissance. Nous avons re­

trouvé la maladie dans toutes les cultures villageoises que nous

avons observées dans les environs d'Abidjan. Des observations

ult~rieures dans les champs d'expérimentation montrèrent que les

pieds malades n'arrivaient pas à fructification ou tout au moins

avaient un rendement faible.

Hibiscus esculentus L. (Malvacées), du nom vernaculaire

d'Afrique Occidentale: Gombo, est une plante n~raîchère trés appré­

ciée par les Ivoiriens car elle constitue le liant des sauces ac­

compagnant le Foutou~ plat national à base d'Igname, de Manioc ou

de Banane. On retrouve le Gombo sous le nom de Bhendi aux Indes où

il est également utilisé comme plante maraîchère ainsi qu'en Amé­

rique où il est appelé ûkra qui est Bon nom le plus courant dans la

littérature. Nous avons choisi de nommer le virus de la mosaïque

et du "vein banding" de H. esculentus: virus de la mosaïque du

Gombo (VMG). En anglais, nous lui donnons le nom de: ûkra mosaic

virus dont l'abréviation OMV permet de na pas le confondre avec

beàucoup d'autres virus.

Il faut dire également que le Gombo est un succédané du

Jute qui pourrait être utilisé pour· la fabrication de sacs et de

ficelles (Kirby, 1948). La qualité de sa fibre est tout à fait

équivalente à celle du Jute et on se demande ,pourquoi les Anglais

ont choisi Corchorus Spa plutôt que Ho esculentus pour industria­

liser cette production au début du 19 ème siècle.
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Lorsque nous avons entr~pris d'étudier le VMG nous avons

fait le point des travaux publiés sur les virus des Malvac'es et

rassemblé tous les critères d'identification utilisés pour l"tude

de ces virus et en particulier pour l'AMY, le virus des Malvacées

le mieux connu.

Le travail que nous présentons ici consiste donc premi~­

~ement en l'identification du VMG (mode de transmission, plantes

h8tes, sympt8matologie, propriétés biologiques, morphologie) pour le

comparèr aux virus déja décrits et deuxièmement en la description

de quelques propriétés physico-chimiques (purification, centrifuga~'

tion en gradient, spectre en UV, centrifugation analy~ique. nature

de l'acide nucléique, propriétés sérologiques).

L'ensemble des résultats, discutés dans la conclusion,

montre que le VMG s'avère être un nouveau virus.
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MATERIELS ET METHODES

l - SOORCE DU VIRUS

L'inoculum initial du VffiG a été récolté dans les champs

de la Station d'Expérimentation Agricole de Bouaké, situé au cen­

tre de la Côte d'Ivoire en zone de savane. La virose a été éga­

lement observée dans les cultures villageoises des environs d'Abid­

jan (Basse Côte). Ces derniers inoculums ont redonné par transmis­

sion mécanique les mêmes symptômes que l'inoculum de Bouaké. Par

la suite le virus a été transmis à des plantes se développant sous

abris au Laboratoire de Virologie d'Adiopodoumé; il y est multi­

plié et les feuilles récoltées sont stockées au congélateur ou uti­

lisées fraîches.

II - MULTIPLICATION DU VIRUS

Pour obtenir des quantités importantes de virus, nous

utilisons l'hôte naturel systémique du VMG: H. esculentus et pré­

férentiellement une variété américaine Clemson Spineless~ Cette

plante est cultivée sous moustiquaire rigide doublée de voile de
'.

tergal, exposée aux conditions climatiques de la région. Ces con-

ditions ~drient avec la saison et sont les suivantes: en saison des

pluies la température varie de 20 à 30°C et l'humidité de 90 à

100%; en saison sèche la température varie de 24 à 38°0 et l'hu­

midité de 65 à 90%. La durée du jour est de 12 heures sur 24 pour

toute l'année. La terre est stérilisée par autoclavage en vue d'é­

liminer d'éventuelles transmissions de virus par le sol.
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III - METHODES D'ETUDE DES PROPRIETES BIOLOGIQUES

On entend pur cette désignation l'étude de la concentra­

tion du pouvoir pathogène du virus subissant différents traite­

ments telles la chaleur, l'incubation à température ambiante, la

déshydratation, la congélation-décongélation répétée, ou une sim­

ple dilution.

Au moment où nous avons commencé notre travail, nous ne

connaissions pas encore de technique de purification de ce nou­

veau virus, aussi avons-nous fait ces études sur l'extrait brut.

En virologie végétale, pour évaluer le. pouvoir pathogène

d'une préparation virale, on utilise la technique dite des "lésions

locales", or ce n'est qu'à un stade trés avancé de notre étude que

nous avons pu montrer que Cucumis sativus L. était un hate à lé­

sions locales pouvant éventuellement servir à tester le pouvoir

pathogène des préparations. En conséquence, nous avons employé à

cet effet, la méthode de Raymer et Diener (1969) réalisée sur

l'hôte systémique H. esculentus.

1 - Préparation de l'extrait brut

Une vingtaine de jours aprés l'inoculation, les feuilles

de Gombo présentant des symptômes sont récoltées et broyées dans

un mortier réfrigéré en présence d'un volume de tampon PNa (V/P=1)

et de sable de Fontainebleau préal~blement stérilisé. Le broyat

est pressé au travers de quatre lits de ~ze et le filtrat obtenu

est utilisé pour les expériences.
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2 - Point de dilution limite

é 10-,1 àA partir du filtrat, des dilutions en s rie de

10-8 sont faites dans le tampon PNa. Ch~que dilution est inoculée

à un groupe de 10 Gombos au stade cotylédonaire.

) - Point de thermoinactivation

Des tubes à hémolyse en verre Pyrex sont préparés dans

des bain-marie thermostatés aux températures suivantes: 50, 55, 60,

65, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 85, 90, 95 et 100°C. 2 ml de fil­

trat (§ 111-1) sont versés dans chaque tube au temps zéro. Ils

sont maintenus aux différentes températures pendant 10 minutes puis

la réaction est arrêtée en les plongeant dans un bain de glace con­

cassée. L'extrait brut àe chaque tube est testé selon la méthode

de Raymer et Diener.

4 - LOngévité in vitro

Une série de 7 tubes à hémolyse est préparée; chaque tu­

be est rempli de 2 ml de filtrat de Gombo virosé. Ils sont im­

médiatement bouchés avec du parafilm et exposés à température ~

b1ànte (24°C) pendant les temps suivant: ), 5, 7, 9, 10, 11, 12 et

14 jours. Le pouvoir pathogène de la préparation est testé à la

fin de chaque temps d'exposition.

5 - Résistance à la dessication

Une vingtaine de feuilles de Gombo est récoltée, en-
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filée et tendue dans le laboratoire. Chaque semaine, une feuille

est broyée dans un mortier en présence de tampon PNa ( VIP = 10)

et le jus brut est inoculé à 10 jeunes Gombos.

IV - ANALYSE SPECTROPHOTOMETRIQUE

L'analyse spectrophotométrique permet de savoir si l'on

a affaire à une nucléoprotéine en utilisant la valeur du rapport

de la densité optique mesurée à 260 nm à la densité optique à 280nm.

Cette valeur indique la proportion relative d'acide nucléique et

de protéine (Lebeurier et Hirth, 1966). Aussi aprés chaque purifi­

cation la suspension virale est-elle lue au spectrophotomètre

Zeiss PMQ II ou enregistrée en continu au spectrophotomètre Beck­

man DB (enregistreur "Five inches"). Le même procédé est utilisé

pour analyser les fractions des pics de gradients de saccharose et

de chlorure de césium.

V - MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

Des observations au microscope électronique sont faites

à l'aide de la technique de coloration négative afin de déterminer

la morphologie du VMG. Nous avons préparé de trés nombreuses grilles

qui ont été envoyées à Strasbourg (Laboratoire des Virus des Plan­

tes, Institut de Botanique) où elles ont été examinées au microscop,

électronique Siemens Elmiskop 1A, à·un grandissement de 40 000 pour,

la plupart et quelques unes à 80 000. Les'grilles ont été faites

soit à partir de suspensions purifiées aprés ultracentrifugation

soit à partir de fractions de gradient de saccharose ou de gradient

de chlorure de césium. Les suspensions sont toujours dialysées au
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préalable contre du tampon acétate de sodium 0,05 M à pH 5,8 pen­

dant 24 heures. Une goutte de suspension virale est déposée sur

une grille de cuivre recouverte de formwarj on y ajoute quelques

gouttes d'acétate d'uranyle à 1% additionnée de EDTA à 0,5% à pH

7,0 (Mellena and al., 1968) et l'excés de liquide est retiré aprés

une minute.

VI - ULTRACENTRIFUGATION ANALYTIQUE

Des préparations purifiées de V~G sont analysées par

ultracentrifugation analytique (ultracentrifugeu~eanalytique

Beckman Spinco Model E), par le système optique Schlieren.

VII - ULTRACENTRIFUGATION EN GRADIENTS

1 - Gradient de chlorure de césium

La technique des gradients de sels lourds a donné de

bons résultats pour obtenir des suspensions purifiées de virus,

particulièrement chez les virus des animaux. Nous l'avons adaptées

à notre matériel et avons essayé de.voir si le VMG conserve sa

structure quand il est sédimenté en présence de chlorure de césium.

Par cette technique, on·peut également savoir si ce virus est re­

pr~senté par un ou plusieurs composants. La technique utilisée est

la suivante: 4 ml de chlorure de césium à 44~ dans le tampon PNa

sont versés dans chaque tube de centrifugation de rotor SW 39.

0,5 ml de suspension virale (densité optique à 260 nm = 20) est dé­

posé au sommet du tube. La centrifugation est. faite à 175 000 gmax

pendant 18 heures, freinage inclus, en ultr~centrifugeuseBeckman

Spinco L2 50 (Brakke, 1960). La récolte du gradient (fractions de
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3 gouttes) est réalisé en perçant la base du tube.

2 - Gradient de saccharose

Nous avons également fait des gradients de saccharose

de 14 - 38%, préparés par couches de 38, 36, 34 ••••• , 14% (13 cou­

ches) en tampon PNa additionné de EDTA 0,001 M. Les gradients sont

entreposés 24 heures à 4°C avant utilisation. Chaque tube de cen­

trifugation contient 25 ml de solution de saccharose sur lesquels

sont déposés 2 ml de suspension virale diluée dans le même tampon

(densité optique à 260 nm = 65). L'ultracentrifugation de 2 h 1/4,

non compris l'arrêt sans frein, est effectuée à 90 000 gmax (rotor

SW 25-1, ultracentrifugeuse Beckman Spinco Model L2 50). Des frac­

tions de 8 gouttes sont récoltées en perçant la base des tubes.

3 - Lecture des gradients

La lecture des gradients est réalisée au spectrophoto­

mètre Zeiss PMQ II en diluant convenablement les fractions dans le

tampon de centrifugation. La densité optique de chaque fraction

est lue à 280, 260, 250 et 240 nm.

VIII - SEROLOGIE

A l'aide de cette techniq~e hautement spécifique nous

avons tenté d'identifier le VMG. Les susp~nsions de virus purifié

de VMG sont mises en présence d'antisérums '~pécifiques de virus

bien connus tels le virus de la mosatque du, Concombre, le virus de

la mosatque du Brome et bien d'autres qui semblaient avoir des
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parentées avec le VMG. De même, les suspensions purifiées ou les

extraits bruts des virus déja connus sont mis en présence d'anti­

sérum spécifique du VMG. En première étape, nous avons préparé du

sérum anti-VMG.

1 - Fabrication de l'antisérum

Pour chaque injection au Lapin, une nouvelle purifi­

cation est faite à partir de 200 g de feuilles congelées suivant

la méthode décrite tableau 3. Le culot de la dernière ultracentri­

fugation de VMG est remis en suspension dans 1,5 ml de tampon PNa

additionné de NaCl 0,15 M pH 7 et centrifugé pendant 20 minutes

à 12 000 g. Le surnageant, analysé au spectrophotomètre à 260 nm

donne une densité optique de 250 à 300. IL est émulsionné avec 1 ml

d'adjuvant incomplet de Freund (Difco).

b. ~!~~!9.~!_g~~!!.2~!~!.2!!

Le Lapin est traité selon le schéma suivant: 1er jour:

injection intramusculaire de 2,5 ml de l'émulsion dans la cuisse

gauche; 8ème jour: injection intramusculaire de 2,5 ml de l'émulsion

dans la cuisse droite; 15ème jour: injection intramusculaire de

2,5 ml de l'émulsion dans la cuisse gauche, et ainsi de suite tous,

les sept jours jusqu'au 36ème jour (6 injections). 2 jours avant

la 3ème injection, un échantillon de sang (2 ml) du Lapin est pré­

levé dans une veine marginale de l'oreille pour déterminer le ti­

tre du sérum. Cette opération est répétée' chaque semaine et permet

de suivre l'évolution du titre du sérum en fonction du temps. Le

43ème jour, le Lapin est sacrifié. L'antisérum obtenu avec cette

méthode a toujours un titre élevé: 1/2048 ou au minimum 1/1024. Il
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est stocké à -200C par fractions de 2 ml en tubes à hémolyse en

verre Pyrex jusqu'à utilisation.

2 - Test sérologique

Le test de double diffusion en gel d'agar (Oudin, 1955;

van Regenmortel, 1966) est employé pour tester l'identité ou les

relations antigéniques du VMG avec d'autres virus.

Les expériences sont réalisées dans des boites de Pétri

à fond plat de 14 cm de diamètre contenant 80 ml de gel d'agar à

0,7% (Spécial Agar Noble Difco) additionné de O,9~ de NaCl et de

0,1% de NaN] pour empêcher le développement de micro-organismes.

Les boites sont conservées à 4°0. Pour faire les trous dans la gé­

lose, on utilise un emporte-pièce de 6 mm de diamètre pour les trous

périphériques du dessin, formant un octogone, et de 7 mm de diamètre

pour le trou central. La distance du bord du trou central au bord

des trous périphériques est de 6 mm. L'antisérum est déposé dans

le trou central et les trous latéraux sont remplis d'antigène. Les

arcs de précipitation sont dessinés et photographiés en utilisant

un éclairage latéral.

IX - TRANSMISSION MECANIQUE

Les inoculations mécaniques sont faites soit à partir

d'un extrait brut (§ 111-1) soit à partir de suspensions purifiées.

Dans tous les cas, une goutte de préparat~on diluée en tampon PNa

est déposée à l'aide d'une pipette sur les feuilles primaires ou

cotylédonnaires des plantes préalablement saupoudrées de célite

(abrasif constitué par une poudre de Diatomées). La goutte de
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suspension virale est étalée sur la feuille en frottant légèrement

avec le doigt. Puis la feuille est arrosée avec de l'eau distillée

pour éliminer la célite et le virus restant qui n'a pas pénétré

dans la plante.

x - TRANSMISSION PAR INSECTES

La transmission mécanique ayant donné d'excellents résul­

tats il peut paraître inutile d'étudier la transmission par insectes

qui est toujours plus difficile et moins pratique. C'est par soucis

de comparer valablement le virus de la mosarque du Gombo à d'autres

virus que nous avons fait ces expériences de transmission. La trans­

mission par insectes est un critère important d'identification des

virus sévissant chez les Malvacées en particulier.

1 - Transmission par Pucerons

Dans les champs expérimentaux de Gombo ou dans les cultu­

res villageoises, les feuilles de la plante sont trés souvent para­

sitées par des Pucerons qui recouvrent presque totalement la su~

face inférieure des feuilles. Il s'est avéré qu'il s'agissait du

Puceron du Cotonnier: Aphis gossypii Glov. (Aphididae, Homoptères).

De' nombreux virus des Malvacées sont transmis par Pucerons; il était

donc intêressant de tenter la transmission du VMG par ces insectes.

Le Puceron est élevé sur .H. esculentus sain en abris

"insect-proof". Le temps minimum d'élevage est de 20 jours pour

3tre sar que le ~ Puceron est indemne ~e virus. En effet la

persistance d'un virus dans l'insecte ne dé.passe pas "'13

jours (Sylvester, 1967). A la fin de cette période, le Puceron
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est mis à jeuner pendant 18 heures. Pour cela les feuilles où il

se développe sont récoltées et déposées dans un tube noir dont une

seule extrémité laisse passer la lumière. Ainsi les Pucerons se

retrouvent concentrés à cette extrémité où il est aisé de les pré~

lever. Le prélèvement est effectué avec la pointe d'un pinoeau pour

les transporter sur une feuille de Gombo assez jeune mais présen­

tant de beaux symptÔmes de virose. 20 insectes par planter. sont

mis ainsi à se nourrir et l'on utilise 10 plantes par expérience.

Le repas sur les plantes malades dure 2 heures. Puis on repère les

Aphides qui se déplacent, c'est à dire ceux qui ne sont pas en train

de se nourrir, afin de ne pas casser leur rostre en les enlevant et,

on les prélève pour les déposer délicatement sur de jeunes feuilles

de Gombo sain. La moitié des insectes est tué au bout de 24 heures

par pulvérisation d'insecticide~ l'autre moitié est laissée sur

les plantes saines pendant 15 jours en abris "insect-proof" pour

savoir si la transmission est persistante ou non.

2 - Transmission .·par Aleyrodes

On observe également trés· souvent des invasions d'Aley­

rodes dans les cultures de Gombo. Il s'agit de Bemisia tabaci Genn.

(Aleyrodidae, Homoptères), trés connu des auteurs identifiant de

nouveaux virus et en particulier des virus des Malvacées. Nous

avons donc essayé la transmission du VMG par Bemisia tabaci dans

les oonditions suivantes.

Le temps de rétention d'un virus dans l'insecte est de

20 jours au maximum (Costa and Bennett, 1950' Flores and Silber­

schmidt, 1958; Cohen and Nitzany, 1966). Par conséquent, il est né­

cessaire d'élever les insectes pendant 25 jours;l'élevage est facile
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sur des plantes saines de Nicotiana tabacum var. Xanthi et Samsun

en abris "insect-proof". A la fin de l'élevage, les Aleyrodes sont

prélevés à la face inférieure des feuilles de Tabac à l'aide du

pi~ge décrit figure 1, à raison de 100 insectes par tube. Le tube·

est ensuite entreposé à 4°C pendant 10 minutes de manière à endor­

mir les Aleyrodes, encore appelés Mouches Blanches. On profite de

leur torpeur pour les transferrer dans les oages de· transmission

décrites par Capoor et Varma en 1950 (fig. 2). Les cages sont

immédiatement disposées sur ~es feuilles malades jeunes de Gombo. Le

temps d'acquisition dU virus par les Mouches Blanches est au maxi­

mum de 8 heures (Laird and Dickson, 1959). On les laisse donc se

nourrir pendant 24 heures. Puis les cages sont transportées sur

les plantes saines où elles restent au moins )0 heures, la période

d'incubation du virus dans les Mouohes Blanches étant de plus de

21 heures (Cohen and Nitzany, 1966); on est ainsi certain que le

virus a bien pu pénétrer dans la plante. Une cage contenant 100

insectes est placée sur une plante; chaque essai comporte 15 plan­

tes.

XI - TRANSMISSION PAR CUSCUTE

Cette transmission est aussi un critère d'identification

des virus.

Nous avons fait le test à l'aide de Cusouta subinclusa

Dur. et Hilg. (Convolvulacées). Le~ graines sont mises à germer

dans des boites de Pétri sur papier filtre humidifié, sprés

avoir été traitées à l'acide sulfurique concentré pendant une

heure. Quand la germination commence, les graines sont déposées

sur les plantes virosées par le VMG à différents endroits (limbe,
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aisselle des feuilles, pétiole). La plupart des graines continuent

à se développer en parasitant la plante malade. Lorsque la Cuscute

a atteint un bon développement, ses tiges sont amenées en contact

des plantes saines sensibles au virus. Elle parasite alors en m8mè

temps la plante malade et la plante saine et peut ainsi permettre

la transmission du virus de l'une à l'autre.
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RESULTATS

l - TRANSMISSIONS

1 - Transmission mécanique

Toutes les transmissions mécaniques faites sur le Gombo

à partir d'extraits bruts de Gombo ou d'extraits bruts d'autres

plantes infectées par le vroG ont été positives avec un pourcentage

élevé d'infection. Les transmissions qui sont rapportées dans le

paragraphe II de ce chapitre ont été faites par inoculation méca­

nique.

2 - Transmission par Puoerons

Nous avons fait quatre expériences de transmission par

ces insectes; aucun sympt8me n'a été observé sur les plantes ino­

culées. Quelques feuilles ont été prélevées au hasard et broyées.

L'extrait brut obtenu a été inoculé.à des Gombos sains mais ce

contrale est resté négatif.

On peut donc conolure que le VMG n'es~ pas transmissible

par le Puceron Aphis gossypii.

3 - Transmission par Aleyrodes

Deux expériences de transmission ont été réalisées avec

ce vecteur. Le premier essai a été négatif mais, dans le cas du

second, les symptômes typiques du vroG sont apparus sur deux plantes.
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On considère que cette expérience est positive (communication per­

sonnelle de R. W. Fulton). Par conséquent Bendsia tabaci transmet

le virus de la mosaïque du Gombo.

Il faut ajouter que ce résultat est confirmé par deux

sortes d'observations; premièrement des observations fuites dans

les ch~mps de culture de Gombo à la Station d'Expérimentation

Agricole de Bouaké montrent que la virose apparait 2 à 3 semaines

aprés une invasion d'Aleyrodes et la pulvérisation régulière d'in­

secticide prévient la pullulation du vecteur et permet d'obtenir

un pourcentage nettement moins élevé de pieds virosés; deuxième­

ment, dans les abris non "insect-proof" (moustiquaire seule) où

les Aleyrodes se développent librement, on observe l'apparition

spontanée de symptômes de VMG dans les lots sains de Gombo voisins

des lots virosés.

4 - Transmission par Cuscute

La transmission à l'aide de ce parasite a été tentée

sur différentes espèces de plantes hébergeant le V~G; le passage

des tiges de Cuscuta subinclusa a été fait à partir des plantes

malades sur des plantes saines des espèces suivantes: de H. escu­

lentus à H. esculentus, de Cucumis sativus à H. esculentus, de

Chenopodium quinoa à H. esculentus, de Chenopodium quinoa à Che­

nopodium album et de Arachis hypog~ea à H. esculentus. Tous les

essais ayant été négatifs, il est possible de conclure que Cuscuta

subinclusa ne transmet pas le VMG.
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5 - Transmission par graines

Une grande expérience de transmission par graines a été

faite avec 158 plantes de Gombo issues de graines de Gombos viro-'

sés par le VMG. Ces plantes ont été conservées en abris "insect­

proof" pendant deux mois. Aucun symptôme n'est apparu. Un prélè­

vement au hasard de feuilles apparemment saines a été broyé et

inoculé a des Gombos sains. Ce contrôle est resté négatif. On peut

donc conclure que le VMG n'est pas transmis par graines.

II - RESULTAT DES INOCULATIONS RŒCANIQUES A DES PLANTES APPARTE­

NANT A PLUSIEURS FA~aLLES

Un critère bien connu d'identification d'un virus est

de déterminer quelles sont les plantes qui l'hébergent et les

plantes qui ne lui sont pas sensibles.

Nous avons donc inoculé mécaniquement au stade cotylédo­

naire ou feuille primaire, un grand nombre d'espèces et de variétés

(119) appartenant à différentes familles (12). Nous avons fait le

choix des plantes hôtes tout d'abor~ dans la même famille que l'h6­

te naturel du virus, puis dans des familles connues pour héberger

de nombreux virus (Chénopodiacées, Solanacées, Légumineuses, Cu­

curbitacées), ou dans des espèces cultivées chez lesquelles la

virose peut avoir une incidence économique (Kénaf, Coton, "Cowpea"),

ou bien dans des espèces permettant. de rapprocher ou de différencier

le VMG d'autres virus.

Toutes les transmissions positives ,ont été contrôlées en

broyant les feuilles présentant des symptômes dans les conditions

décrites au paragraphe 111-1 de b~tériels et Méthodes, et en ino-



TABLEAU 1

Résultats des inoculations mécaniques du VMG sur des plantes

appartenant à différentes familles

Nombre de Nombre de Persistance
Nom des plantes plantes plantes des

inoculées infectées sympt8mes

Amaranthacées

Amaranthus caudatus 88 0
Amaranthus spinosus 60 0
Gomphrena celosiotdes 18 15 +
Gomphrena globosa 15 13 +

Chénopodiacées

Beta vulgaris 8 0
Chenopodium album 39 17 +
Chenopodium amaranticolor 30 30 +
Chenopodium ambrosiordes 29 29 +
Chenopodium botrys 27 27 +
Chenopodium ficifolium 32 10 +
Chenopodium foetidum 37 36 +
Chenopodium hybridum 10 7 +
Chenopodium multifidum 3 3 +
Chenopodium polyspermum 34 14 +
Chenopodium quinoa 20 19 +
Chenopodium rubrum 20· 10 +
Kochia scoparia 19 4 +
Spinacia oleracea 60 37 +

Composacées

Calendula officinalis 30 0
Zinnia elegans 15 0

Convolvulacées

Calystegia sepium 10 2 +
Convolvulus elongatus. 32 15 +
Convolvulus pentapetalotdes 23 3 +
Gonvolvulus siculus 10 6 +
Ipomea purpurea var. caerulea 10 5 +
Pharbitis purpurea 15 7 +

Crucifères

Brassica oleracea 20 0

Cucurbitacées.

Bryonia diotca 7 2 +
Citrullus colocynthis 4 2 +
Citrullus lanatus v. citrotdes14 0
Cucumis melo ssp. agrestis 14 0



Nom des plantes

TABLEAU 1 (suite)

Nombre de Nombre de Persistance
plantes plantes des

inoculées infectées symptames

Cucumis sàtivus var. blanc
trés gros de 'Bonneuil 25

Cucurbita ficifolia 10
Cucurbita maxima 6
Cucurbita mixta 12
Cucurbita pepe v. pyriformis 17
Luffa aegyptiaca 17

Euphorbiacées

Euphorbia dentata 15
Euphorbia foliata 22
Euphorbia lathyris 22
Euphorbia martini 20
Euphorbia myrsinites 3
Euphorbia terracina 30
Euphorbia wulfenii 24
Manihot flabellifolia 11
Ricinus communis c.v. sangui-

neus 3

Légumineuses

25
o
o
o
o
o

14
26
6
o
o

15
o
o

o

+

+
+
+

+

Arachis hypogaea
Glycine max var. 227 CNS
Mucuna pruriens
Phaseolus lathyro!des
Phaseolus vulgaris

var. bountiful
var. bush bean Bupee's
strugless green pod

var. prince
var. flageolet rouge
var. triomphe de Farcy

Pisum sativum var. hybride
INRA 257

Vicia faba
Vigna sinensis

Malvacées

Abutilon arboreum
Abutilon avicennae
Abutilon indicum
Abutilon molle sweet
Althea rosea
Althea sinensis
Gossypium arboreum
Gossypium barbadense
Gossypium hirsutum
Hibiscus asper
Hibiscus cannabinus
Hibiscus esculentus
Hibiscus gossypinus
Hibiscus manihot

-

24
7

14
10

34

35
29

6
5

21
9

60

12
27

6
24
20 .
22
20
20
25
15
18
20
24
11

20
o
o
o

o

o
o
o
o

o
o

30

10
24

5
23
3
3

'20
15
25
15
18
20
23
10

+

+



TABLEAU 1 (fin)

Nombre de Nombre de Persistance
Nom des plantes plantes plantes des

inoculées infectées sympt8mes

Hibiscus micranthus 9 7
Hibiscus moscheutos 2 2
Hibiscus pedunculata 3 3
Hibiscus sabdariffa 10 10
Hibiscus syriacus 3 2
Hibiscus trionum 12 12
Lavatera cretica 16 4
Lavatera. thuringiaca 10 10
1avatera trimestris 24 21
Malope trifida 17 17
Malva alcee. 20 19
Malva crispa 30 25
lVlalva moschata 24 24
lYIalva neglecta 21 11
lYIalva pusilla 19 19
ldalva rotundifolia 12 10
lVIalva sylvestris 13 9
Malva verticillata 21 11
.:Malvastrum coromandelianum 6 6
Sida cordifolia 7 4
Sida rhombifolia 41 4
Sida stipulata 12 7
Sida urane 8 5
Thespesia populnea 2 1
Urena lobata 5 3
Wissadula cretica 16 4

Polygonacées
Polygonum persicaria 3 0
Rumex alpinua 18 0
Rumex arifolium 2 0
Rumex crispus 19 0
Rumex scutatus 12 0

Solanacées
Atropa balladonna 15 0
Capaicum annuum 20 0
Capsicum fruteacens 4 0
Datura Metel 4 0
Datura stramonium 17 0
Lycopersicon esculentum 20 0
Nicotiana clevelandii 18 18 +
Nicotiana glutinosa 18 0
Nicotiana tabacum var. Samsun 12 0
Nicotiana tabacum var. White

Burley 10 0
Nicotiana tabacum var. Xanthi 25 0
Petunia hybrida 20 0
Physalis floridana 12 0
Solanum melongenum 12 0
Solanum nigrum 20 20 +

Urticacéea
Urtica diotca 10 4
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culant les extraits bruts obtenus à des jeunes Gombos sains.

Les plantes ne montrant pas de symptôme n'ont pas été

contrôlées (excepté les Tabacs) ce qui permet de dire qu'il y a

peut-être dans la liste des plantes que nous présentons,des h8tes"

apparemment sains mais chez lesquels le développement du virus

a pu avoir lieu: l'absence de symptôme pouvant être dû au déve­

loppement de la plante à des températures élevées (phénomène bien

connu) •

Les résultats de ces inoculations sont donnés dans le

tableau 1.

La lecture de ce tableau appelle quelques commentaires:

on constate rapidement que le VlliG est transmissible à toutes les

Malvacées qui ont été inoculées, en particulier au Coton et au

Kénaf, et à de nombreuses Chénopodiacées. Par contre, il est in­

téressant de noter que les Légumineuses et les Solanacées résis­

tent dans l'ensemble· à l'infection par le VlilG mais que Vigna si­

nensis ("Cowpea") et Arachis hypogaea (Arc.Lchide) dans le premier

cas et Solanum nigrum et Nicotiana clevelandii dans le deuxième

cas sont des hôtes trés sensibles. Chez les Amaranthacées, les

Convolvulacées, les Cucurbitacées et les Euphorbiacées, quelques

espèces sont sensibles. Mais chez les Composées, Crucifères et

Polygonacées, le VMG ne" semble pas pouvoir se reproduire.

En conclusion, le VillG est un virus qui se reproduit ai­

sément chez un grand nombre de plantes.

III - SYMPTOMATOLOGIE

La première remarque qui vient à l'esprit en observant

les symptômes du VMG sur l'ensemble des plantes qu'il infecte est
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Fi~re 3. Symptômes systémiques provoqués par l'inoculation
mécanique du VffiG sur H. esculentusvar. Clen~on Spineless:

a Feuille saine.
b - Feuille primaire montrant la mosatque.
c - Feuille primaire montrant le "vein clearing".
d et e - Feuilles secondaires montrant le"vein banding".
f - Feuille tertiaire montrant le " vein banding" réduit à

une seule nervure.
(Photographies G. Petiot, ORSTOM)
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qu'ils sont trés variés. Ce sont des chloroses plus ou moins im­

portantes aus dessins particuliers,accompagnées d'une croissance

plus ou moins retardée de la plante.

Les auteurs ayant écrit une symptômatologie emploient

les mêmes termes pour des symptômes différents quand on compare

les photographies qu'ils présentent. Afin qu'il n'y ait pas d'am­

biguité, nous avons basé la description des symptômes du VMG sur

la terminologie employée par Bos dans le petit ouvrage qu'il a

écrit à ce sujet en 1964.

1 - Symptômes chez les Malvacées

L'ensemble des symptômes chez les ~nlvacées se mani­

feste sur une, deux ou trois feuilles puis disparatt.

Dans le cas de la variété "court" (variété

africaine), quand la plante est inocul~e au stade cotylédonaire,

les symptômes font une courte apparition sur la feuille primaire

puis ,les feuilles suivantes ne présentent pas de symptômes. Dans

le cas de la variété ~Ciemson Spineless" (variété américaine).les

symptômes. apparaissent sur la feuille primaire, secondaire et

tertiaire. La première feuille présente une mosaIque de tâches

irrégulières vert pâle délimitées par les nervures (figure 3b) ou

un éclaircissement des nervures (figure 3~). Quelque fois cette

feuille déploie une mosaïque de tâches vert clair, vert foncé et

blanches. La deuxième feuille présente généralement de plus ou



a

b

Figure 4. Symptômes locaux provoqués par le V1iG sur des

feuilles cotylédonaires inoculées mécaniquement.

a - Mosaïque sur cotylédon de H. esculentus.

b - Lésions locales chlorotiques sur cotylédon de Cucumis

sativus.

(Photographies G. Petiot, ORSTü~)
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moins larges bandes vert pâle irrégulières bordant les nervures

principales (figure 3d et figure 3e) que Bos qualifierait de

"vein banding". La troisième feuille montre les mêmes bandes mais

le long d'une seule nervure principale (figure 3i). Généralement

les symptômes ne se manifestent pas sur les feuilles suivantes

mais réapparaissent sur les feuilles développées six semaines

aprés l'inoculation.

De temps en temps un symptÔme local du type mosatque

apparatt sur les cotylédons inoculés (figure 4a).

b - Le (~enre Hibiscus
---~-------------

Des symptÔmes du même type que H. esculentus:

mosatque et éclaircissement des nervures ("vein clearing"), ban­

des vert pâle irrégulières le long des nervures principales

("vein banding") (figure 5a), ont été obtenues chez les dix au­

tres espèces d'Hibiscus inoculées avec le VMG. Il faut noter que

H. sabdariffa a présenté une mosaïque vert pâle, vert foncé et

jaune.

Dans le genre Gossypium le symptÔme principal

est une mosaïque constituée d'un mélange de tâches vert pâle ir­

régulières délimitées par les nervures et de bandes chlorotiques

trés fines bordant les petites nervures, ce dernier symptôme

étant réparti irrégulièrement sur le limbe.



b

c d

Figure 5. Symptômes développi~s chez quelques Malvacées aprés
inoculation mécanique par le VMG;
a - Symptômes de mosaïque et de "vein banding" sur des feuilles

de H. gossypinus.
b - Feuille virosée de Malva parviflora.
c - Symptômes chez Abutilon arboreum.
d - Feuilles virosées de Sida stipulata.
(Photographies G. Petiot, ORSTûM)
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d - Les autres Malvacées

Le genre Sida est caractérisé par une mosatque

grossière et des bandes irrégulières le long des nervures prin-

cipales (figure 5d).

Le genre Malva développe des tâches vert pâle

irrégulières ou un" vein clearing" (figure 5b).

Le genre Lavatera présente des bandes réparties

irrégulièrement et assez fines (0,5 mm de largeur) le long des

nervures.

Le genre Abutilon montre des tâches vert clair

assez grosses ou un."vein banding" (figure 5c).

Chez les plantes des autres familles, les symp-

tômes persistent.

2 - Symptômes chez les Chénopodiacées

Chez Spinacia oleracea, le limbe présente des tâches

hétérogènes ~t des anneaux. vert foncé (" r ingspotting") (figure 6b).

Dans le genre Chenopodium' on voit soit de nombreuses

petites tâches homogènes régulièrement réparties sur le limbe

("spotting" ou "dotting") (figure 6c et figure 6d) Il soit des ban­

des trés irrégulières suivant les nervures mais détâchées de celles­

ci qui émettent de temps en temps des prolongement, formant le

symptôme que Bos appellerait i1line pattern". Enfin un symptôme

trés répandu.est un dessin formé par l'anastomose des tâches chlo-

rotiques vert pâle, vert foncé ou blanches . et qui suit plus ou

moins les nervures principales et rappelle le symptôme du "vein



c

Figure 6. Symptômes chez quatre espèces de Chénopodiacées
inoculées mécaniquement par le VMG:
a - Mosaïque et "vein banding" surChénopodium botrys.
b - Une feuille virosée de Spinacia oleracea.
c - Feuilles saines et virosées de Chénopodium ficifolium.
d - Feuilles de Chenopodium ambrosioïdes.
(Photographies G. Petiot, üRSTüM)
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Fiiure 7. Symptômes provoqués par l'inoculation mécanique du
VMG sur des plantes appartermnt aux familles des Euphorbiacées,
Légumineuses et Cucurbitacées.
a - Euphorbia lathyris.
b - Un foliole de Vigna sinensis.
c - Cucumis sativus.
d - Arachis hypogaea.
(Photographies G. Petiot et L. Givord, ORSTûM)
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banding" (Ch. botrys, Ch. ambrosiordes, Ch. foetidum) (figure 6a et

figure 6d). On peut également observer chez ce genre, un "ring­

spotting" qui accompagne le "spotting" lorsque les tâches qui

constituent ce dernier ne sont pas trés nombreuses (Ch. ambrosio!­

des) (figure 6d). Il faut remarquer, en plus de ces symptSmes sys­

témiques trés particuliers, l'apparition trois ou quatre jours

aprés inoculation, chez certaines espèces de Chenopodium, de lé­

sions locales chlorotiques (Ch. foetidum et Ch. ambrosioïdes) qui

malheureusement se sont avérées inutilisables pour l'étude du

pouvoir pathogène du VMG.

3··- Symptômes chez les Lé@ll!ineuses

Sur les feuilles d'Arachis hypogaea (figure 7d) on peut

observer une mosaïque trés caractéristique au dessin compliqué

de surfaces hétérogènes aux nombreuses nuances allant du vert

pâle presque blanc au vert foncé.

Chez Vigna ainensis, les petites nervures du limbe sont

bordées trés finement de vert clair ça et là (figure 7b).

4 - Symptômes chez les Cucurbitacées

.Nous ne décrirons que Cucumis sativus qui montre un

sympt3me systémique tout à fait analogue à celui de Vigna sinensis

(figure 70). Quinze jours aprés inoculation, des lésions locales

chlorotiques apparaissent sur les cotylédOns (figur~ 4b); ce temps

d'apparition des lésions peut 8tre raccourci à 7 jo~rs si l'on

ét3te la plante pour empêcher le développemènt des ~euilles et

donc des symptômes systémiques. Nous étudions actuellement la



b

Figure 8. Symptômes provoqués par le VMG sur une Solanacée:
Nicotianaclevelandii.
a - Plantes entières saine et virosée.
b - Feuilles saine et virosées.
(Photographies G. Petiot, ORSTOM)
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possibilité d'utiliser Cucunds sativus pour évaluer le pouvoir

pathogène du VMG.

5 - Symptômes chez les Solanacées

Nicotiana clevelandii, le seul Tabac sensible au VfuG,

présente une mosaïque caractéristique de tâches chlorotiques vert

pâle et vert foncé (figure 8b) et un nanisme important (figure 8a).

Solanum nigrum est trés atteint aussi dans sa croissance

et le limbe montre un "vein banding" irrégulier.

6 - Symptômes chez les Euphorbiacées

Des bandes chlorotiques assez fines bordant les nervures

principales, des tâches petites et homogènes ou de tailles dif­

férentes suivant les espèces, sont les symptômes uniques;· _,parfois

ces symptômes sont associés au "vein banding".(figure 7a).

IV - PROPRIETES BIOLOGIQUES

En ce qui concerne les propriétés biologiques de ce

virus, rien n'est encore connu. Nous avons étudié systématique­

ment les propriétés de l 'extrai t .. brut en testant l'expression du

pouvoir pathogène, son point de dilution limite, sa durée de con­

servàtion à température ambiante dans la feuille virosée et dans

l'extrait brut, son comportement dans l'extrait brut traité par

la chaleur ou subissant des congélations-déc~ngélationsrépétées.

Les résultats de ces différentes expériences nous ont

donnés de précieux renseignements sur les propriétés biologiques



TABtBAU J

Apparition 4es Sy.p~&me8 4e VMG sur W. esculen~u. au coure du tempe e~ eD tODc~ioD de la dilutioD~

Calcul de l'Indice 4e Pouvoir Pathogène.

Inrec~ioll

Dilutioll Jours après illocula~ion Sommec Mw.tiplicateurd Produitse

6 7 8 9 10

10-1 1/Sb 4/5 6/6 6/6 &/6 20 1 20

10-2 1/6 4/6 5/5 5/5 5/6 20 2 40

10-3 1/6 3/5 5/5 5/6 5/5 19 3 57

1.0-4 0/6 2/5 3/5 3/6 3/6 10 4 40

10-6 0/5 0/5 1/5 1/5 2/5 4 6 20

10-6 0/& 0/5 0/5 0/5 0/5 0 6 0
Total des Prodl1its • Indice de Pouvoir Pa tbogène • 177

a , Ré8u1ta~e obtenue avad un extrait brut préparé s~~lon la méthode décrite dans le paragraphe 111.1
de Matériels et Méthodes à partir de feuilles récoltées' jours après inoculation'.

b & Nombre de plantes avec Symptômes/nombre de plantes inoculées.
c : Somme de toutes les plantes montrant des sympt3mes à toutes les dates d'observatioll pour chaque

dilution.

d 1 Logarithme négatif de la dilution
e 1 Somme x multiplicateur pour chaque dilution.
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du virus et en conséquence constituent une base de travail pour

la suite de l'étude du VMG; d'autre part, ces données sont des

critères d'identification du virus qui permettent de le comparer

aux virus déja décrits.

1 - Evaluation du pouvoir pathogène des préparations

de VMG par la méthode de Raymer et Diener

La préparation à tester est diluée en série de 10-1 à

10-8 et chaque dilution est inoculée à 5 Gombos au stade feuille

primaire ou secondaire. Puis l'on observe l'apparition des symp­

tômes au cours du temps: le nombre des plantes infectées est not~

le sixième, septième, huitième, neuvième et dixième jour aprés

l'inoculation. Plus le virus est concentré, plus vite apparais-

sent les symptômes; en conséquence le point de dilution limite,

le nombre des plantes infectées et le temps d'apparition des sympt8­

IDes sont fonction de la concentration de l'inoculum. Un tableau

est dress~ avec ces données (tableau 2) et l'indice de pouvoir

pathogène est calculé en multipliant le nombre total des plantes

infectées pour chaque dilution par ~e logarithme négatif de la di­

lution et en additionnant ces produits pour toutes les dilutions.

2 - Point de dilution limite

Cette technique donne une approximation de la concentra-

tion du virus dans la plante.

De cinq à dix jours aprés l'inoculation, des symptômes

peuvent être observés sur les plantes inoculées avec les dilutions

de 10-1 à 10-6 • Aucune infection n'a été obtenue à partir des di-
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Figure 9. Thermoinactivation de l'extrait brut du VMG. Les
conditions expérimentales sont les mêmes pour les deux lots
de plantes.
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lutions supérieures.

3 - Point de thermoinactivation

La figure 9 montre l'évolution du pouvoir pathogène du

VMG en fonction de la température de chauffage de l'extrait brut

de Gombo. Si l'on compare les indices de pouvoir pathogène obtenus

aprés le traitement à différentes températures, les résultats

suivant sont donnés: l'extrait brut traité à 50 0 e a un pouvoir

pathogène égal à celui de l'extrait brut non traité; l'extrait brut

chauffé à 72°e a perdu 66% de son pouvoir pathogène initial; à

78°e le pouvoir p~thogène du VMG est réduit à 8~ du pouvoir initial

et à 80 0 e il ne reste plus que 1,6~ du pouvoir pathogène de départ;

à 82°0 l'extrait brut n'est plus infectieux. Le VMG ne résiste

donc pas au chauffage pendant 10 minutes à température supérieure

à 800e.
Son point de thermoinactivation est donc 80 0 e.

4 - Longévité in vitro

Les préparations d'extrait brut sont souvent contaminées

par des bactéries, aussi réalise-t-on généralement ces expériences

en tubes stérilisés et en additionnant aux préparations une goutte

de chloroforme. Or dans la littérature concernant les virus des

Walvacées et leur longévité in vitro, il ne semble pas que les

auteurs utilisent de produit bactériostatique. Donc nous avons

réalisé ces expériences sans aucune addition. Nous avons d'ailleurs

observé assez souvent un développement bactérien.

Aprés 7 à 9 jours de conservation à température ambiante
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le pouvoir pathogène de l'extrait brut du VMG diminue considéra­

blement et a perdu toute activité aprés 10 jours.

Par conséquent la longévité in vitro de l'extrait brut

de VMG est de 9 jours maximum.

5 - Résistance à la dessication

L'extrait brut obtenu à partir des feuilles malades de

Gombo des~échées n'est plus infectieux au delà de 76 jours d'ex­

position à l'air ambiant. Le pouvoir pathogène du virus était

testé chaque semaine sur 10 plantes saines de Gombo seulement. Il

serait donc intéressant de refaire cette expérience en testant le

pouvoir pathogène par le test de Raymer et Diener.

6 - Résistance à la congélation-décongélation répétée

Un problème important en virologie est celui de la con­

servation du matériel viral. Nous avons fait l'étude de la résis­

tance du pouvoir pathogène du VMG à la congélation-décongélation

répétée.

Nous avons stocké 28 tubes à hémolyse en Pyrex dans les­

quels se trouvait un broyat non filtré de feuilles de Gombo virosé,

préparé selon la techniq~e décrite dans le paragraphe 111-1 de

Matériels et Méthodes, à -20°C (2 ml de broyat dans chaque tube).

Aprés 3 jours, l'ensemble des tubes est mis à décongeler pendant

2 heures et demie puis le contenu d'un tube est inoculé et les au­

tres tubes remis à congeler. Cette opération est répétée autant de

fois qu'il y a de tubes. Le dernier tube, décongelé 28 fois, con­

tient un broyat encore infectieux. Une seule expérience de c.e type

a été faite; il seruit évidemment trés intéressant de la l'efaire
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Débri ts .
cellula~res
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Culot

TABLEAU ,s ..

Technique de Purification

Feuilles malades
Feuilles fra!ches ou congelées homogénéisées (1)
en présence de tàmpon phosphate - phosphate de
Na 0,01 M à pH 7,0 additionné de bisulf1te à 3%,
bentonite à 1% (vip = 1,5) Filtration sur gaze,.

Filtrat
1 Centrifugation à 12000 g pendant 20 minutes (2).

Surnagean t .

1

Emulsion avec 1/2 volume de n. butano1 pend~t

I
~----------~ 5 minutes. Incubation' à 4°C pendant 1 heure.

. Centrifugation à 1500 g pendant 5 minutes.
Interphase et Phase
phase organique aqueuse Barbottage à l'Azote. Centrifugation à'BOOO g

1-----------11 penden t 10 minutes.
Culot Surnageant

1

Centrifu~ation à 100.000 g moyen pendant 1201---------1 minutes (3).

Surnageant Culot
Remise en suspension pen dan t une nui t dans le
tampon EDTA 0,01 M phosphate de Na '0,1 M à pH
7,3. Centrifugation à 12000 g pendant 20
minutes.

Surnageant
. 1 Centrifugation à 100.000 g moyen pendant1------- 120 minutes. .

Surnageant Culot

1

Remise en suspension pen dan. t une nuit dans le
~______ même tampon EDTA. Centrifugation à 12000 g
1 pendant 20 minutes.

Culot Surnageant

1

Centrifugation à 100.000 g moyen pendantr-----------· 120 minutes.
Surnageant Culot

1

Remise en susp ension pendan t une nui t dans le
tampon phasphate - phosphate de Na 0,01 M pH

1
------- 7,0. Centrifugation à 12000 g pendant 20

minutes •.
Oulot Surnageant

(1): Homogénéiseur Waring Blendor
(2):" Automatic superspeed refrigerateq centrif':lge Sorval1 RC2-B"
(3):nMode1 L preparative ultracentrifuge Beckman~
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à partir d'une suspension de virus purifié et en testant le pouvoir

pathogène de chaque préparation à l'aide du test de Raymer et

Diener.

v - TECHNIQUE D'EXTRACTION DU VIRUS

Rien n'est connu quant à la purification du VMG aussi

avons nous essayé de nombreuses techniques avant d'en obtenir une

satisfaisante: action de la chaleur, action du polyéthylène glycol

6000, solvants organiques et centrifugation différentielle, en

pr~sence de différents réducteurs et de différents tampons. La

technique donnant les meilleurs résultats (haut pouvoir pathogène,

concentration élevée et suspension finale incolore) est décrite

dans le tableau 3. La manipulation est conduite à OOC (bain de

glace) à l'exception des agitations réalisées en chambre froide à

-4°0. Généralement l'extraction est faite à partir de 200 g de

feuilles et le culot de dernière centrifugation est remis en sus­

pension dans du tampon PNa. Dans ces conditions on obtient 2 ml

d'une suspension de VMG de densité optique de 300 unités mesurée à

260 nm. Plusieurs extractions ont été tentées selon le même schéma

à partir de feuilles saines de Gombo; toutes ont été négatives;
1

~ la deuxième ultracentrifugation, on obtient un culot trés petit

dont la suspension analysée au spectrophotomètre n'absorbe aucune­

ment.

VI - ETUDE DE QUELQUES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

1 - Microscopie électronique

Les photographies réalisées au microscope électronique
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Figure 10.Aspect en microscopie électronique de quelques
particules de VMG: virions et capsides. Suspension purifiée
(tableau 3) dialysée au-pr~alable contre du tampon acétate de
sodium 0,05 M à pH 5,8. Coloration négative à l'acétate d'uranyle
à 1%, EnTA 0,5% à pH 7,0. Diamètre des particules 28,5 Z 2,5 nm.
Grandissement 40 000.
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(figure 10) montrent des particules icosaèdriques de diamètre

28,5 ± 2,5 nm. On remarque immédiatement la présence d'un certain

nombre de capsides vides. L'aspect du virus complet ~voque le

"broad bean mottle virus" d'aprés J.T. Finch (communication per­

sonnelle), tandis que les capsides vides se rapprochent davantage

de celui du "turnip yellow mosaic virùs" (J. Witz). Les photo­

graphies prises à partir de fractions de gradient montrent que les

capsides vides qui constituent la fraction légère (fftop") et le

virus complet (fraction lourde ou "bottom") sont bien séparés.

2 - Ultracentrifugation en gradient

La technique du gradient de saccharose démontre qu'il

existe bien deux composants du VMG, mais ne les sépare pas trés

bien. Par contre le gradient de chlorure de césium sépare trés

nettement le "bottom" du "top" ce qui est normal puisque dans ce

cas, le facteur prépondérant du déplacement des particules est

la densité relative soluté/solvant (Meselson and al., 1957). Dans

le tube de centrifugation en SW 39, deux bandes sont parfaitement

visibles. L'analyse spectrophotométrique à 260 et 280 nm des frac­

tions du gradient de chlorure de césium permet de construire la

courbe de la figure 11. 'Le .spectre des fractions correspondant au.
"bottom" et au "top" est reporté figure 12. Le spectre du

"bottom" est typique d'une nucléoprotéine, avec un rapport de den­

sité optique à 260 nm à la densité optique à 280 nm de 1,62, avec

un maximum à 260 nm et un minimum à 241 nID. L' étude de ce rapport

est importante car ·il caractérise un virus et peut donner une ap­

proximation de son pourcentage en acide nucléique (Brakke, 1969).

Le VMG contiendrait, avec un rapport de 1,62, environ 2~~ d'acide



ligure 13. Profil de sé~imentation analytique d'une suspension
de~VMG. 1 ml d'extrait purifié est centrifugé en tampon EDTA
O~01 M, phosphate de sodium 0,1 Mà pH 7~3, vitesse de rotation
35 600 t/mn, température 22,7°C, angle de bar 15°. Photographie
prise aprés 8 mn de rotation. Composant lourd 106 S, composant
léger 42 s.
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nucléique. Le spectre du "top" est typique d'une protchne avec

un maximum à 278 nm et un minimum à 250 nm, et le rapport de l'ab­

sorption à 260 nm à l'absorption à 280 nm est de 0,6. Dans le cas

du gradient de saccharose, le rapport des· densités optiques pour'

le composant "top" est de 0,75, ce qui laisse supposer qu'il y a

alors des contaminations par de l'acide nucléique.

3 - Ultracentrifugation analytique

Là encore, les deux composants du ~~ sont toujours

présents et distincts comme le montre la photographie de la fi­

gure 13.

Dans le cas précis de cette ultracentrifugation, 1 ml de

suspension purifiée de VMG (densité optique de 29 unités) est cen­

trifugé dans les conŒitions suivantes: tampon EDTA 0,01 M, phos­

phate de sodium 0~1 M à pH 7,), vitesse de rotation 35 600 tours

par minute. intervalle des prises de vue 2mn, température 22,7°0,

angle de bar 15°, Le coefficient de sédimentation du composant

lourd est alors de 106 S et celui du composant léger est de 42 S.

Ces valeurs de S sont approxima.tive~ car elles n'ont pas été ra­

menées à la viscosité de l'eau; nous ne connaissions pas les cor­

rections à appliquer au·tampon EDTA.

4 - Nature de l'acide nucléiQue

Nous avons fait plusieurs expériences préliminaires per­

mettant de savoir si l'acide nucléique du VMG était un acide ribonu­

cl.s1qùtt·.·.ou un acide désoxyribonucléique ou bien si le virus possé­

dait les deux types d'acide nUCléique.
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Premièrement nous avons fait des extractions d'acide

nucléique par le phénol; l'analyse spectrophotométrique de ces

solutions montre un spectre typique d'acide nucléique. Nous avons

fait sur ces extraits les réactions de Mejbaum et de Dische. La

première étant positive et la seconde négative, nous pouvons dire

que l'acide nucléique du VMG est un a~ide .. ribonucléique.

Deuxièmement nous avons fait agir la ribonucléase pan­

créatique sur des solutions purifiées de VMG en tampon PNa à pH 5,

7 et 9 pendant 10 minutes à 37°C, la concentration de la riboDU­

cléase étant de 100 rg/ml. Nous avons testé ces préparations par

la méthode de Raymer et Diener en les comparant'à des préparations

t~moins chauffées sans ribonucléase, non chauffées avec ribonucléa­

se et non chauffées sans ribonucléase. Des expériences parallèles

d!action de la désoxyribonucléase ont été faites en faisant agir

l' .enzyme à 100rg/ml pendant 30 minutes à 37°0 sur le VMG purifié

en solution dans le tampon PNa à pH 5, 7 et 9. Les préparations ont

été testées par_la méthode de Raymer et Diener avec les m3mes té­

moins que dans le cas de la ribonucléase.

Nous avons constaté que , surtout à pH 5, la ribonuclé­

ase inactive considérablement le pouvoir pathogèene du VMG et

qu'au m8me pH la désoxyribonucléase n'a pas d'action.

Nous pouvons dono conclure que le VMG est un virus à

acide ribonucléique.

5 - Propriétés sérologiques

De trés beaux arcs de précipitatio~ sont obtenus en met­

tant en présence dans la gélose le VMG et son antisérum (figure 14a~

Nous avons donc comparer sérologiquement le VMG avec différents



Figure 14. Test de double diffusion en gel d'agar mettant en pré­

sence le virus de la mosaïque du Brome (VMB) et le VMG avec leur

antisérum.
a - L'antisérum préparé contre le VliiG est déposé dans le trou cen­

tral à la dilution 1/4. Une suspension purifiée non diluée de

VlliG se situe dans le trou 1; la même suspension diluée 1/4 est

dans le trou 2, diluée 1/8 dans le trou 3 et ainsi de suite

jusqu'au trou 7 où la suspension est diluée 1/128; et le trou

8 est rempli de la suspension diluée 1/512.

b - L'antisérum non dilué préparé contre le Vwill est déposé dans le

trou central et les trous périphériques sont remplis d'une

suspension purifiée de VMB en 1 non diluée,en 2 diluée 1/4 "'1

en 7 diluée 1/128 et en 8 diluée 1/512.

c - Le trou central est rempli de sérum anti-VWG non dilué et les

trous périphériques par une suspension purifiée de VMB aux

mêmes dilutions que dans a et b.

d - Le trou central est rempli de sérum anti-VI'Iffi non dilué et les

trous périphériques par une suspension purifiée de VMG aux

mêmes dilutions que dans a et b.
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virus. Ces derniers ont été choisis soit pour leur ressemblance

morphologique, soit parce qu'ils avaient des h8tes communs avec

le VMG, soit encore parce qu'ils avaient des propriétés biologi­

ques semblables à celles du VMG.

Chaque test est réalisé avec les dilutions de sérum

suivantes: 1, 1/4, 1/32, 1/128, 1/512, et de virus: 1, 1/4, 1/8,

1/16, 1/32, 1/64, 1/128 et 1/256 dans le cas d'un extrait brut

ou 1/512 au lieu de 1/256 dans le cas d'un extrait purifié.

Nous avons testé de cette manière le virus de la mo­

sarque du Concombre, le virus de la mosarque du "Cowpean , le virus

de la mosarque du Brome (figure 14), le virus de la panachure de

la Pève, le virus de la mosarque jaune du Navet, le virus de la

mosarque du "Sowbane", le virus de la mosa!que de l'Abutilon, le

virus de la nécrose du Tabac, le virus de la mosarque étoilée du

Pétunia (souche du virus du rabougrissement de la Tomate) et le

virus de la panachure de l'Oeillet en présence de l'antisérum

fabriqué contre le VMG. Et nous avons testé le VMG en présence

des antisérums spécifiques du virus de la mosarque du Br8me (fi­

gure 14), du virus de la mosaïque du "Cowpea", du virus de la

mosarque du "Sowbane", et du virus de la nécrose du Tabac. Aucun

arc de précipitation n'a été observé dans tous ces tests.

Par conséquent, ~es virus que nous venons de citer n'ont

auèune relation antigénique avec le VMG et le VMG est différent

de tous ces virus.
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CONCLUSION'

Premièrement nous discuterons de l'identité de l'agent

causal de la maladie du Gombo.

L'hypothèse d'un mycoplasme est à rejeter car les sus­

pensions purifiées observées au microscope électronique révèlent

de petites particules sphériques qui, par inoculation mécanique,

reproduisent sur le Go~bo les symptômes typiques de la maladie.

De plus les mycoplasmes ont été observés dans le cas de maladies

à symptômes fondamentalement différents: maladie des proliférations

de Malus sylvestris (Giann~tti et al., 1958); aucune particule'

virale n'a jamais pu être isolée à partir de ces maladies. Donc

l'agent responsable de la maladie de la mosaïque et du "vein ban­

ding" du Gombo est un virus.

Vue la taille des particules sphériques observées en

microscopie électronique, il 'pourrait s'agir de ribosomes mais

cette hypothèse est aussi à écarter car, premièrement, ces orga­

nites ne sont pas pathogènes et l'inoculation des particules que

nous avons iaolées reproduit les symptômes caractéristiques de la

maladie; deuxièmement, les ribosomes' ne résistent pas aux traite­

ments à la chaleur et à l'EDTA, alors que nous avons montré que les

particules résistent à ces traitements.

Nous devons considérer une troisième hypothèse: y a-t-il

un ou plusieurs virus responsables de la maladie du Gombo, puis

que les symptômes observés sont toujours trés variés? Cette der­

nière hypothèse est à éliminer parce que l'inoculation mécanique

des extraits bruts faits à partir des 73 espèces de plantes infec­

tées". par le VMG a toujours provoqué les mêmes symptômes. L'examen au
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microscope électronique des nombreuses suspensions purifiées que

nous avons préparées n'a jamais révélé qu'une sorte de particule

icosaédrique de virion et de capside vide. En conséquence, nous

estimons que la maladie de la mosaIque et du "vein banding" du

Gombo est due à un seul virus.

Le travail présenté ici nous a permis d'établir un cer­

tain nombre de caractéristiques du VMG constituant des critères

d'identification qui permettront de le comparer aux virus décrits

dans la littérature.

Le tableau 4 présente en ordonnée toutes les maladies

à virus isolés ou non qui ont été décrites chez les Malvacées et

les virus qui sont hébérgés par le Gombo, et en abscisse les ca­

ractéristiques des virus et leur origine géographique.

Le VMG est un virus à symétrie icosaédrique donc les

virus à symétrie hélicoïdale cités dans ce tableau sont à élimi­

ner en premier lieu: le " Watermelon mosaic virus" (Kitajima and

al., 1962) et le "Malva vein clearing virus" (Komuro, 1962). Par­

mi les virus sphériques, l'AMY peut être éliminé à cause de sa

grande taille (diamètre 80 nm) (Costa and Carvalho, 1960; Sun,

1965). Le critère de morphologie n'élimine que trois virus parce

que les agents responsables de la plupart des maladies des Mal­

vacées n'ont· pas été observés en microscopie électronique.

Le VMG se transmet trés facilement par voie mécanique,

donc les virus non transmissibles mécaniquement sont rejetés:

premièrement ceux qui ne sont transmissibles que par greffe: "H.

rosa-sinensis line pattern virus" (Wolfswinkel, 1966), deuxième-
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ment ceux qui sont transmissibles seulement par Aphides: "Cotton

anthocyanosis virus" (Costa, 1956), "Malva yellows virus" (Costa

and al., 1959), troisièmement les virus transmis seulement par

Aleyrodes: "Leonurus sibiricus mosaic virus" (Flores and Silber­

schmidt, 1962), "infectious chlorosis of .Malvaceae" (Orlando and

Silberschmidt, 1946; Flores and Silberschmdst, 1967), "Wissadula

amplissima mosaic virus" (Schuster, 1964), "H. esculentus yellow

vein mosaic virus" (Capoor and Varma, 1950; Jha and Mishra, 1955),

"Jute mosaic virus" (Bish and Mathur, 1964) et "Rhynchosia minima

mosaic virus" (Bird, 1962).

Parmi les maladies transmises par voie mécanique, il en

est qui sont aussi transmises par graines et par le sol: "Tobacco

ringspot virus" (Wingard, 1928; MacLean, 1963), ou par Cuscute:

"Tobacco streak virus" (Fulton, 1948), ou bien par Aphides: "Malva

yellow vein mosaic virus" (Costa and Duffus, 1957) et "Malva virus

1 Ryshkow (Hein, 1956; ZoIs, 1966), ce qui n'est pas le cas du VMG.

Ces quatre virus apparaissent donc différents du VMG; ceci est

confirmé par l'examen de leurs hôtes, de leurs sympt6mes et de

leurs propriétés biologiques que nous verrons plus loin. Le "Beet

curly top virus" (Séverin, 1929), transmis mécaniquement mais seu­

lement par piqûre et non par frottement, doit être lui aussi éli­

min'.

Le VMG se reproduit sur les 40 espèces de Malvacées

que nous aVQns inoculées et sur un grand nombre de plantes appar­

tenant à d'autres familles. Aucun des virus cités dans le tableau4

ne possède la même liste d'hôtes. Ce critère d'identification n'est

pas absolu; il doit être employé en corrélation avec d'autres car

il peut être le moyen de séparer deux souches d'un même virus~



- 36 -

Dans certains cas, l'étude peu approfondie des virus donne ce seul

critère d'identification; il s'agit de "H. cannabinus virus" (Sto­

ner, 1954). Ce virus est néanmoins écarté car il se reproduit seu­

lement sur le genre Hibiscus. Ce critère est aussi utilisé pour

éliminer "H. manihot mosaic disease ft (van Velsen, 1967) mais,

dans ce cas, d'autres critères viennent confirmer cette élimination:

à l'inverse du VMG, cette maladie n'est pas transmise au Concombre,

à l'Arachide, au Coton, à Ch. amaranticolor et à Ch. quinoa, et ,

de plus, n'est pas transmise par Aleyrodes.

L'étude de la symptômatologie aonsti tue un deuxième cri­

tère non absolu qu'il faut employer en association avec d'autres.

Cependant on admet que des symptômes aussi différents que "leaf

curl" et mosa!que suffisent pour distinguer deux virus. De nom­

breuses études des maladies des Malvacées ne concernent que la

description des symptômes ce qui nous oblige à différencier ces

maladies,du VMG, grâce à ce seul caractère. Le VMG ne produit chez

les Malvacées que des sympt8mes de mosaIque et de "vein banding".

En conséquence, nous avons rejeté "Cotton leaf curl virus" (Tarr,

1951 et 1952), "H. rosa-sinensis leaf curl virus" (Mukherjee and

Raychaudhuri, 1966),"Cotton leaf-crumple virus" (Laird and Dick­

son, 1959), "H. esculentus vein-thickening virus" (Yassin and

Nour, 1965; Nour and Nour, 1964), "H. ternifoliolus witches'broom,

and phyllodie" (Nour, 1962).

Un dernier critère d'identification est celui des proprié­

tés biologiques. Remarquons que les propriétés biologiques n'ont

été étudiées que dans peu de cas. Ce critère nous permet de distin­

guer le "Tobacco broad ringspot virus" (point de thermoinactiva­

tion 54°0, longévité in vitro 42 heures, point de dilution limite
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supérieur à 10-3) (Johnso~ and Fulton, 1942; Sommereyn s, 1967)

du VMG (point de dilution limite 10-6 , point de thermoinactivation

800c, longévité in vitro 9 jours). Comme le montre le tableau 4,

les propriétés biologiques des virus suivants: RTobacco ringspot

virus", Tobacco streak virus","JIIlalva virus 1 Ryshkow", et AMY sont

trés différentes de celles du VMG et viennent confirmer l'élimi-

nation que nous avons faite par ailleurs.

Nous pouvons conclure premièrement que le VMG est dif­

férent de tous les virus présentés dans le tableau 4.

Indépendamment de ce travail, nous avons commencé l'étu­

de des propriétés sérologiques du VMG, dans le but de le rapprocher

ou de l'identifier à des virus connus. Les virus rapportés dans le

paragraphe 5 de Résultats ont été choisis soit pour leur ressem­

blance morphologique (virus parasphériques à composants "top") soit

parce qu'ils avaient des h8tes co~s, soit encore parce qu'ils

avaient des propriétés biologiques semblables (essentiellement

point de thermoinactivation élevé). Il en résulte que le vmG est

différent du. virus de la mosa5:que du Concombre, du virus de la mo-

satque du "Cowpea", du virus de la mosaIqu.e du Brome, du virus de

la panachure de la Fève, du virus de la mosatque jaune du Navet,

du virus de la mosaïque du"Sowbane", du virus de 1a mosaIque de

l'Abutilon, .du virus de la nécrose du Tabac, du virus de la mosat­

que étoilée du pétunia et du virus de la panachure de l'Oeillet.

Cette étude sérologique n'est qu'une première étape et l'on en­

visage de la poursuivre.
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D'aprés tous les résultats obtenus, nous pouvons avan­

cer que le VMG est un nouveau virus parasphérique. Il provoque

sur un grand nombre de plantes des symptômes de mosa!que et de

"vein banding" et sur les Chénopodiacées un "spotting" et un "ring­

spotting". Il se reproduit aisément sur de nombreuses plantes ap­

partenant à différentes familles. Il est transmissible mécanique-

ment et par Aleyrodes, mais non par Aphides,ni par graines, ni par

Cuscute • Ses propriétés biologiques sont les sui-

vantes: point de thermoinactivation 80°C, longévité in vitro 9

jours, point de dilution limite 10-6 , résistance à la déshydrata­

tion 76 jours. Il est résistant à la congélation-décongélation ré­

pétée. La technique de purification que nous avons mise au point

a permis d'observer le VMG en microscopie électronique et de décou­

vrir des particules virales à symétrie icosaédrique de diamètre

28,5 nm d'une part, de l'analyser au spectrophotomètre en luBdère

ultraviolette et de déterminer son rapport 260/280 nm égal à 1,62

d'autre part. L'ultracentrifugation analytique et en gradients

confirme l'existence d'un composant léger constitué de capsides

vides qui avaient été observées en microscopie éléctronique. Enfin

des expériences préliminaires ont montré que le VMG est un virus

à acide ribonucléique.

Dans la pratique, le contrôle de la virose a pu Atre
,

établi grâce à l'utilisation d'insecticides qui prévient de l'in-

vasion par Aleyrodea, et par l'élimination des variétés trop sensi­

bles.

Pour parfaire l'identification du VMG, il nous reste à

déterminer sa masse, à préciser ses teneurs en acide nucléique et
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en protéine et à définir si l'acide nucléique est à simple ou

double brin. Ces derniers critères nous permettront de compléter

le cryptogramme de Gibbs (Gibbs and al., 1966) et ainsi de le clas­

ser parmi les autres virus.

Il serait intéressant d'étudier l'origine du composCtnt

"top". Il faudrait de plus faire l'étude du développement du virus

dans la plante, de son extension géographique et de son épidémio­

logie.
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